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] capitulo I. Dd capitulo 1.
Nombre: RAVGEN, INC IDENTIFICACION
@ Direccion: 9241 Rumsey Road, Colu_mbla.
SOLICI'1I'ANTE MD 21045, Estados Unidos de América. c.C. D NIT D
™) Naclonalidad o Domicillo: MD, Eastados C.E. D Otro D

Unidos de América.
Lugar da Constitucion: Cual

Teléfono: 3264270  Fax: 8068701 Ndmero
E-mall:_jilccof@lloredacamacho.com

®

REPRESENTANTE
O APODERADO

Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE

cc. B nT [
Direccitn: Calle 72 No. 583 Piso 5| CE. [] oto [
Bogota, Colombia
Teléfono: 3264270  Fax: 6068701 Cual

Numero 38.690.713 TP 53.215

E-mail:_jlicco@lloredacamacho.com

®

Nombre: DHALLAN, Ravinder

INVENTOR(ES) Direccién: 8013 Thomiley court, Bethesda, MD 20817(US)
(72) Naclonalided o Domicillo: Estados Unidos de América
® per (88)
Solicitud Intemacional No. _PCT/US03/06188_ Fecha: _28/02/03
Publicacién Intemacional No._WO Q3/074723 A3 Fecha: _12/08/03
Thtulo (54) “METODOS PARA LA DETECCION DE DESORDENES GENETICOS”
@ Claslificaclén Internaclonal (51) _C12Q 1/68
Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
— us 01/03/02 60/380,232
si no [] us 11/03/02 10/093,18
us 08/06/0)2 80/376,354

Comprobante de Pago No. _04-74,991

Fecha: 220904

.



( ANEXOS - \

Comprobante de pago de la tasa de presentaciin de la solicitud.

I:l Documento que acradita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
[] Documento de Representacién Legal.

D Documento de cesidn del Inventor al solicitante o a su causante.

[] Declaraciones

I:l Copia de la solicitud Intemaclonal. (Resumen, descripcion, reivindicaclones, dibujos)

E Traduccion de la solicitud intemacional al castsllanc. (Resumen, descripcién, relvindicaciones)

I:I Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Aulnﬂdad Intemaclonal de Examen
Preliminar (IPEA).

[[] Traduccion del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
D De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o auterizaclén de uso de conocimientos tradiclonales
de Ias comunidades indigenes.

D Arte Final 12X12.

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por E'ﬁ\
mismo fitular o su causants, relacionados parcial ¢ totaimanta con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemaclional.

E Otros: Reporte de Bisqueda Internacional con su treduccién, Publicacién con su traduccién, notificacién
del raglstro de un camblo con su traduoubn notificacién de recibo de la solicitud por la autoridad
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Solicitud lnternacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US03/06198

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC(7) : CI2Q /68, CO7H 21002, 21/04
US CL : 435/6;536/23.1,24.3
Sepim la Clasificacion de Patentes Internacional {CPI) o segim la elasiflcacidn nacional y Ia CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

—— e —

Documentacién minims buscads (sisteym de clasificacién seguido de simbolos de clagificaciin)
U.S.:41555;536/23.1,24.3

_[hcunlml:idnhuﬂdlﬂuldedwumui&mﬂnhlhndmdedi:hudmuuhehmmlummhm

Baso de datos clectrénica consultada durante ks bisqueda internacional (nombre de Iu base de datos y, donde sea prictico, buscar tirminas usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoria® | Citacion de documento, con indicaridn, donde sea apropiado, de 1os texins relevantes Relevante o Ia reivindicacién No.
AP US 2003/0054386 A1 (ANTONARAKIS et al) 20 de marzo, 2003 |35 y 36
(20.03.2003) Ver Resumen.
AP US 3003/0082576 A1 (JONES et al) 1 de mayo, 2003 (01.05.2003) |1-66
Ver Resumen
A UGOZZOLI et al. Deteccidn de alelos especificos usando extension 1-66
de plantilla de alelo, seguido por la captura de un soporte sélido.
GATA, 1992, Vol. 9, No. 4, paginas 107-12. Ver resumen y Figura 1
en la pagina 110
A KWOK, P.-Y. Métodos de como dar genotipo a los polimorfismos | 1-66

nucledtidos sencillos. Revisiones Anuales en Genomica y Genélica
Humana, 2001, Vol. 2 paginas 235-258, ver todo el

A SHI, M.M.. Posibilidad de estudios farmacogenéticos a gran escala | 1-66
que permitan un alto rendimiento de la mutacion por tecnologias
genotipadas y por deteccidn. Quimica Clinica. 2001, Vol. 47, No. 2,
paginas 164-172. Ver todo el documento

AP US 6.475,736 A (STANTON, JR) 05 de noviembre def 2002 1-66
{05.11.2002) Ver todo del documento
US 5,831,085 A (BRENNER) 03 noviembre 1998 (03.11.1998). Ver | 1-66
todo el documento

E En el recuadro C se enumeran mis documentos. Ehdnmmnﬁenﬁudehlhﬁli:depmu.

© Categorins especiales de documentos citadoa: T documento pesterior publicado despuss de ln fecha de presentacin

internacional o fecha de pricridad y que no esth en conflicto con la

'A' documento que define el estado general de In téenica el cual no se policitud citado entender el principio o teorfa que sustent
considers dz relevancis particular mivencidn w

E' documento anterior pero publicado eu o desputs de la fecha do "0 documento de relevancia particular, la invencidn reivindicada no
Presentacitn intemacional puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende

[ i 1 documnenio se toma solo
™ d 10 qus pucde arTojer dudes sal ivindicac] e un paso inventivo. cuando ¢ [
pricridad o que se cita parn establecer I fecha de publicacin de o v~ gocumento ds refevancia particular; la invencidn reivindicada no
citacidn u otra rap3n capecial (segin se especificn) pusde considerarue que comprende un paso inventivo cusndo el
documen combina mils docume slendo dicha
¥ documento que se refiere 2 una revelacidn oml, uso, exhibicidn u mh:;em.mn:::;;. mn:zzmiu
otron medios
‘&’ documento miembro de 1a mi familia de patentes
 documento publicado antes de I fechs de presentacidn intenacional & oima famiia
de In fecha de prioridad reivindicads

Fecha de Ia terminacién real de ta bitsqueda internacional Fecha de envio por correo del reporte de inisqueda internacional

31 de Julio de 2003 (31.07.2003) 02 de Septiembre de 2003
Nomibra y direccidn de correo de ISA Funcionario sutorizado

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US Ethen Whisenant, ph. D.
E}’,‘_‘Q‘.,Lsﬁ{,?““ FORPATENTS TELEPHONE N®. 703-308-0196

Alexandrin, Virginia 22313-1450

Facamile No.  (703) 305-3230

Forma PCT ISA 210 (aagamda hoja) Qulio 1998)
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Solicitud Internacionsl No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | "pe1/us 03/06198

Casilla 1 Observaciones donde clertas relvindieaclones fueron Inescrutables (Continuaclén del Item 1 de
Ia primera hoja)

Este reporte de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2Xa) por las siguientes razones:
1. [] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

2. [] Reivindicaciones Nos.:

porque ge relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [[] Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
| omcién de ]a Norma 6.4{a).

Casilla IT Observaclones donde falta unidad de Invenclén (Continuaclén del Item 2 de la primera boja)

Esta Autoridad de Bisqueda Internacional encontrd invenciones muiltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. & Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de nisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. [] Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3. [] Puesto que sdlo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre Uinicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [] E1 solicitamie no pagé oportunamentc los dercchos de bisqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de bisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de biisqueds adicionales estuvieron acompefiedos por la
protesie del solicitante,

D El pago de los derechos de bilsqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT ISA 210 (contimmeidn de primers pdgina (T)) (Julio 1998)



Solicitud Intemnacional No.

. REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/ US03/ 06198

CASILLA I OBSERVACIONES DONDE SE CARECE DE INVENCION

Esta solicitud contiene las siguientes invenciones o grupo de invenciones que no estin
unidas, en cuanto a forma de un concepto inventivo general sencillo bajo PCT, Regla
13.1

Grupo |, reivindicacidn (s) 1-35, dirigida a un método para detectar una anormalidad
cromosomatica

Grupo II, reivindicacién (es) 36-65 dirigidas a un método para determinar la secuencia de
un sitio de interés en el DNA fetal

Grupo Iil, reivindicacién (es) 66, dirigida a un juego que comprende un grupo de plantillas
Yy a un juego de instrucciones.

Las invenciones listadas como Grupos I-lll no se relacionan con un concepto inventivo
general (inico bajo el PCT Regla 13.1 porque, bajo el PCT Regla 13.2, éstas carecen de
las caracteristicas técnicas especiales correspondientes.

Las Reivindicaciones 1-35 se relacionan en cuanto a que estas requieren la
cuantificacion de cantidades relativas de los alelos en un sitio de interés de hetsrocigoto,
en donde la cantidad relativa estd expresada como una proporcién y en donde dicha
proporcién indica la presencia o ausencia de una anormalidad cromosomatica. Las
reivindicaciones 36-66 carecen de esta caracteristica técnica especial que distingue a las
reivindicaciones1-35 del arte anterior. Por lo tanto, las 36-66 carecen de unidad con las
Reivindicaciones 1-35

Se advierte al solicitante que no hay derecho de protesta por la falta de unidad para
cualquier grupo que no haya sido pagado; y ninguna protesta debe presentarse no mas
tarde de 15 dlas desde el envio del Reporte de Bisqueda (PCT/ISA/210)

Continuacién de B. Campos Investigados Item 3.
USPATFULL y EUROPATFULL via EAST; CAplus y Medline via STN

términos buscados: Genotipo y los SNP o Polimorfismo Nucleotide Sencillo? Alelo?,
Anomalidad cromosomatica y /o inversién y/o translocacién y/o supresion? ylo
rompimiento? y/o proporcion; tipos y/o restricciones de enzimas y/o endonucieasas, llenar
y rellenado y secuencias; DNA fetal, inhibidor lisis de células y/o glutaraldehido,
formaldehido, formalina

Formato PCT/ISA/Z10 (segunda hoja) (Julio 1998)
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Intemational spplication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT b
PCT/US03/06198
A.  CLASSIFICATION OF SUDJECT MATTER
IPC(7) :  Cl12Q 1/68; COTH 21/02, 21/04
UsCL H 435[6 536]?3[ 143
Miniomm docurnentation searched (classiflcation system followed by classification symbols)
U.5. < 435/6; 536/23.1, 24.3
mmmdommmmuﬁnnmhammnmhmm_indydedlnllnﬁsldlmd
A
Elecironic data base consulted during the international scarch (namoe of dua bass and, whare practicable, search wrms used)
Pleaze See Continuatinn Sheet
C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * |  Clintion of document, with indication, where sppropriate, of the relevant passages Relevant o daim MNo.
AP US 2003/0054386 Al (ANTONARAKIS et al.) 20 March 3003 (20.03.2003), ate at least EL nnd&'i_\
the abatract, .
AP U$ 3003/0081576 A1 (JONES et al,) 01 May 2003 (01.03.2003) see at least the abstract. 1-66
A UGQOZZOLI et al. Detection of specific alieles by using allele-specific primar extension 1-66
followed by captore on solid suppart. GATA. 1992, Vol. 9, No. 4, pages 107-12, ses at
least the abstract and Flgure | anpsge 110.
KWOK, P.-Y. Mothods for genotyping single mucleotids palymorphisms. Anrua) 1-66
Reviews in Genomicy and Human Genstics. 2001, Vol. 2, pages 235-258, see the entire
A SHI, M.M. Enabling Large-scale pimrmacogenstic studies by high-tbroughput mutetion 1-66
detection and ponotyping tecimologics. Clinical Chemistry. 2001, Vol. 47, No. 2, pages
164-172, pee the sptire document.
AP US 6,475,736 A (STANTON, JR.) 05 Navember 2002 (05.11.2002) see the entire 1-66
docwment.
A US 5,831,065 A (BRENNER) 03 November 1998 (03.11.1998) see the entire document. 1-66
Dmeﬂdmummlumdmth:mumotBoxc D Seapalmlhmﬂynm
g Spucial casgorion of chisd decansms: ] i lmmmmbmnuhupm
data mnd uce fn aofllex with e spplicatien bt alind to xdesatand the
“A"  dozunen dofling the gueral stato of the art which Is sor comldered ko be principle o theary uaikriying the knveallos
of pariauler relsvanse
X dosament of particalar relavatse; e claiored xvestion amnat ko
“B" astilor applicatksn or patest published o o oftnr dxe Intcrontlacal Mg e ccosidersd aovel ar camnat be couldared to lnvelve s iventive sep
when the document b uien ales
"L"  dooxnenl which tay throw doubts on priechy slabm(s) or which 'a ckad w
estoblish the poblication detc of anatber aitation or ather spotial remm (s b documont of particalar relevence; the slalmed fnveation comnct he
syeciiedy coagidersd (o lnvalve sn [nvensve stzp whon the documens &
oxnhined with o or sere ofter mch docnem, mch sombination
“0" deconam referring o m ol dclsare, wxe, exhibkion or sher mesa being abrwlogy to a pangan ckiliod o the xt
S of mwwutm—umwuummt - documas manher of ts seno patent fadly
peority dus claimed /
Dale of the acnial complofion of the internation) search Date ofmniling of the intemetional search repart [
31 July 2003 (31.07.2003) _ ;
Name snd maiiing address of the ISA/US
Mhail Stop PCT, Atta: ISA/US
PO B;lmh {
Aletndcs, Vingiola Z13-1430 Telspigns No. 703-308-0196 L/
Facsimile No. (703)305-3230

Form PCT/13A7210 (second shest) (Tuly 1998)




) INTERNATIONAL SEARCH REFORT Intermational application No.

PCT/US03/06198

Box I Observations where certaln clalms were found unsearchable (Contirnation of Item 1 of first sheel
This Intcrmstopal repoet bas oot bewn establishad i respect of certaln claims under Article [7(2)(a) for the [ollowing reasons:

L. D Claim Nos.: ¥
because they relate to subject malter not required to be searched by this Authorlry, namely:

2. D Claim Nus.: . .
becauso they relate i parts of the international application that do ot comply wifh the presctibed requirements to
such an extent that 0o meaniogfl Internotional search can bo carried out, specifically: @ -

3. D Claim Naoa.:
breause they are dependent clatms and are not drafted In sccordance with the second and third swtences of Rule

6.4(n).
Box @I Observations whers unity of invention s lncking (Continnation of Item 2 of Hirst sheet) ~

This Intermational Searching Autharity found multiple inveations in this iniarnational spplication, as follows:
Plsase See Contimuatlon Sheet

1. [X|  Asall required additional search fess were timely paid by the spplicant, this international search report covers all
searchahle claims,

As all searchable claims could be searched without effort justifying an addirjonal fee, this Autharity did oot invits
payment of soy sdditionnl fee.

As only some of the requirsd additicoal yearch fees Were timoly pald by the applicant, this international search
report covers quly those claims for which fees weore paid, specifically claims Nos.:

L1 O

4 [] Mo required aditioral search fees were timely paid by the applicant. Consequeniy, this intzaticpal ssarch repart
is reatricted to the imvention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark o Protest D Tha additioon] search fees were accampaniad by ths spplicant's protest.
D No protest accompanied ths paymant of additinnal search fees.

Form PFCT/ISA/210 (contimation of Grst sheet(1)) (huly 1996)




. i PCT/USOO/6158
7t INTERNATIONAL SEARCH REPORT

BOX II. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING

This appfication contalns the following Inventions or groups ofmtleammt’solhl:adastnmrmaswem
Inventive concept under PCT Rule 13.1.

Group 1, daim(s) 1-35, drawn to a method for detecting a chvomosomal abriormality.
Group (1, dlaim(s) 36-65 drawn to a method for determining the sequence of a locus of interest on fetal DNA
Group [11, daim(s) 66, drawn to a kit comprising a set of primers and a set of Instructions.

Y
"~

The: Inventions listed as Groups [-I1I do not relate to a single general Inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under
PCT Rutle 13.2, they lack the same or a comesponding spedal technical features.

Clalms 1-35 are related In that they require quantitating the refative amounts of the alleles at a heterozygous locus of
Interest wherein the relative amount Is'expressed as a ratio and whereln said ratio indicates the presence or absence of a
chromosomal abnormallty. Claim(s) 356-66 lack this spedal technical fleature which distinguishes Claims 1-35 over the prior
art. Therefore, Galm(s) 36-66 lack unity with Claim(s)1-35.

The applicant Is advised that there Is no right to protest the lack of unity for any groups not pald for; AND any protest must
be filed no later than 15 days from the malling of the Search Report (PCT/ISA/210).

Continuation of B. FIELDS SEARCHED Itam 3:
USPATFULL and EUROPATFULL via EAST; CAplus and Mecdline via STN

search terms: Genotyp$ and SNPs or Single Nudeotide Polymorphism? allele?, chromnsom$ abanrmality and/or inversion and/or
translocation and/or deletion? and/or break? and ratio?; Typells and/ar restriction emzyme and/or endomuclease, fill in or fill-In and
sequency; fetsl DNA, cell lysia inhbitor andior ghutsraldelryde, formaldobyde, formalin.

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1998)




(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propledad Intelectual
Oficina Intemnecional

(43) Fecha de Publicacidn
Septiembre 12 de 2003 (12.09.2003)

(10) Nimero de Publicacién lniernacional

PCT WO 03/074723 A3

(51) Clasificacién Intevuncional de Patentes”: C12Q 1568,
CO711 21/02, 2104

(21) Ndmero de Solicitud Internaclonal:  PCT/US03/06198

(22) Fecha de Reglstre Inteynacional: 28 do Febrero de 2003
(28.02.03)

{15) Idioms de registro: Inglés

(26) Idloma de Publicacion:  Inglés

(30) 1nfermacién de Prioridad:

60/360,232 1 de Marzo de 2002 (01.03. 2002) uUs
10/093,618 11 de Marzo de 2002 (11.03.2002) us
60/378,354 8 de Mayo de 2002 (08.05.2002) us

(71) Solidtante e ¢
(72) Iaventor:  DHALLAN, Ravinder [US/US]; 8013 Thom-ley
Court, Bethesds, MD 20817 (US).

74)Agentes: WITT, Erle ctal.; Morrison & Foerster LLP, 755 Page Mill
Road, Palo Alto , CA 94304-1018(US).

(81) Estadus Desiguados (naclosales) AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA,
BB, BG. BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO,CRCU CZ, DE, DK,DM, DZ,
EC.EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, [N, IS, JP, KE, KG,
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO,RU, SC.SD, SE, SG, SK, SL, TJ,
T™, TR, TT.TZ, UA, UG,US, UZVC. VN, YU, ZA ZM, ZW.

{84) Estados Deslguados (reglonales):  Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS,
MW, MZ 8D, 5L, 8Z, TZ, UG.ZM, ZW), patente Eurasiatica (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Patente Europez (AT, BE, BG, CH, CY,CZ. DE,
DK, EB, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, 5L, SK,TR),
Patenie OAPI (BF, BJ, CF. CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE,
SN, TD, TG).

PFablicado:
- con reporte ds bisqueda internacionol

{38) Fecha de publicacidn del reportie de bdsqoeda Internacional:
27 de Noviembre de 2003

Para los eddigos de dox letras y otras abreviaturas, refiérase a
*Las Notar Gulas sobre Cddigos y Abrevigtures” gue apareces
al comiezo de cada emisidn regular de la Gacetn PCT.

(54) Titulo: "METODOS PARA LA DETECCION DE DESORDENES GENETICOS"

(57) Resumen: La invencién presenta un método 1til para deteccién de desérdencs genéticos. El método
comprende 1a determinacién de las secuencias de alelos de un sitio de interés y la cuantificacién de una
proporcién para los alelos en un sitio de interés, en donde la proporcidn indica la presencia o ausencia de
una anormalidad cromosomatica. Esta invencién también presenta un método no invasivo para deteccidn
de anormalidades cromosomaticas en un feto. La invencién es especialmente Gtil como un método no
invasivo para determinar la secuencia del DNA fetal.
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< A O M 12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)
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METODOS PARA LA DETECCION DE DESORDENES GENETICOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencibn presenta un método Gtii para deteccidn de desérdenes
genéticos. El método comprende la determinacién de las secuencias de
alelos de un sitio de interés y la cuantificaciébn de una proporcién para los
alelos en un sitio de interds, en donde la proporcion indica la presencia o
ausencia de una anormalidad cromosomatica. Esta invencion también
presenta un método no invasivo para deteccibn de anomalidades
cromosomaticas en un feto. La invencién es especialmente dtil como un
método no invasivo para determinar la secuencia del DNA fetal.
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METODOS PARA LA DETECCION DE DESORDENES GENETICOS
REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad a la Solicitud de Patente U.S. No.
10/093, 618, radicada el 11 de Marzo de 2002, y Solicitudes de Patente
Provisionales U.S. No. 60/360, 232 y 60/378, 354, radicadas el 1 de Marzo
de 2002 y el 8 de Mayo de 2002, respectivamente. Los contenidos de estas
solicitudes estén incorporados en su totalidad a este para referencia.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién esta dirigida a un método para la deteccion de
desérdenes genéticos incluyendo anormalidades y mutilaciones
cromosdmicas. La presente invencién provee un método répido, no invasivo
para la determinacién de la secuencia de ADN de un feto. El método es
especiaimente util en la detecciébn de anommalidades cromosémicas en un
feto incluyendo translocaciones, transversiones, monosomias, frisomias, y
otras anueoplodlas, omisiones, adiciones, ampliaciones, translocaciones y
redistribuciones.

TECNICA PREVIA

Las anormalidades cromosOmicas son las responsables de una
porcién significativa de defectos genéticos en los humanos nacidos vivos. El
nicleo de una célula contiene cuarenta y seis (46) cromosomas, que
contienen las instrucciones genéticas y determinan las operaciones de la
célula. La mitad de los cuarenta y seis cromosomas $e originan de cada
padre. Excepto los cromosomas del sexo, que son un poco diferentes entre
s[ en los machos normales, los cromosomas de la madre y los cromosomas
del padre hacen un conjunto emparejado. Los pares eran combinados
cuando el huevo era fertilizado por el esperma.

Ocasionalmente ocurre un eror, ya sea en la formacién 0 en la
combinacién de los cromosomas, y el huevo fertilizado se forma con



demasiados © con muy pocos cromosomas, 0 con cromosomas que estén
mezclados de alguna forma. Debido a que cada cromosoma contiene
muchos genes, las anormalidades cromosémicas probablemente causan
defectos de nacimiento serios afectando muchos sistemas corporales y
frecuentemente incluyen disability desarrollal (e.g., retardo mental).

Las celulas pueden re-agruparse equivocadamente con extremos
rotos de cromosomas, tanto espontdneamente como después de la
exposicién a compuestos quimicos, cancerigenos e iradiacion. Cuando
ocurme una re-agrupacién en un cromosoma, un segmento de cromosoma
entre los dos puntos de ruptura se invierte y se clasifica como una inversion.
Con inversiones, no hay pérdida de material genético;, sin embargo, las
inversiones pueden causar dafio en un gen critico o0 crear un gen de fusién
que induce una condicién relacionada con enfermedad.

En la translocacién reciproca dos cromosomas no homélogos se
rompen e intercambian fragmentos. En este escenario, dos cromosomas
anormales pueden causar: que cada uno consista de una parte derivada del
otro cromosoma y que le falte una parte de si mismo. Si la translocacion es
de un tipo balanceado, el individuo no mostraré fenotipos anormales. Sin
embargo, durante la formacién de la célula-germinal en ios individuos que
portan translocacién, la distribucién apropiada de cromosomas en el huevo o
esperma usualmente falla, causando aborto espontaneo, malformacioén o
retardo mental de la cria.

En una translocacion Robertsoniana, los centromeros de dos
cromosomas acrocéntricos (un cromosoma con un centrémero no ubicado
centralments) se fusionan para generar un cromosoma metacéntrico grande.
El cariotipo de un individuo con una fusidn céntrica tiene uno menos que el
numero diploide normal de cromsomas.

Los emores que causan demasiados © muy pocos cromosomas
también pueden conducir a los fenotipos de enfermedad. Por ejemplo, una
copia faltante de cromosoma X (monosomia X) produce el Sindrome de
Tumer, mientras que una copia adicional del cromosoma 21 produce el
Sindrome de Down. Ofras enfermedades tales como el Sindrome de Edgard
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y el Sindrome de Patau son producidas por una copia adicional del
cromosoma 18 y del cromosoma 13 respectivamente.

Una de las anormalidades de cromosoma més comunes es conocida
como el Sindrome de Down. La incidencia estimada del Sindrome de Down
estd entre 1,000 a 1,100 nacimientos vivos. Cada afio aproximadamente de
3,000 a 5,000 nifos nacen en los Estados Unidos con este desorden
cromosémico. La gran mayoria de niflos con Sindrome de Down
(aproximadamente el 95%) tienen un cromosoma 21 extra. Mas
frecuentements, el cromosoma exira se origina de la madre. Sin embargo,
en aproximadamente el 3-4 por ciento de la gente con Sindrome de Down,
una transiocacion entre el cromosoma 21 y cualquiera del cromosoma 14 o
22 es responsable de la anormalidad genética. Finalmente, se nota otro
problema de cromosoma llamado mosaiquismo, en aproximadamente el 1
por ciento de los individuos con Sindrome de Down. En este caso algunas
celulas tienen 47 cromosomas y otras tienen 46 cromosomas. Se piensa
que el mosaiquismo es el resuliado de un efror en ia divisién celular poco

después de la concepcion.

Las anormalidades cromosdmicas son congeénitas, y por lo tanto, el
diagnostico prenatal se puede usar para determinar la condicién de salud de
un feto no nacido. Sin el conocimiento adquirido mediante el diagnostico
prenatal podria haber consecuencias adversas para el feto, la madre, o
ambos. Las anormalidades congénitas suman del 20% al 25% de las
muertes perinatales. Especificamente, el diagnéstico prenatal es Uutil para
manejar el tiempo restante del embarazo, planeando posibles
complicaciones con el proceso del nacimiento, preparédndose para los
problemas que puedan ocurrir en el infante recién nacido, y encontrando
condiciones que puedan afectar futuros embarazos.

Existe una variedad de técnicas no invasivas e invasivas disponibles
para el diagnGstico prenatal incluyendo ultrasonografia, amniocentesis,
muestreo de vellocidades coriénicas (CVS), células de sangre fetales en
sangre matema, alfa-fetoproteina de suero matermno, beta-HCG de suero
materno y estriol de suero materno. Sin embargo, las técnicas que no son
invasivas son menos especificas, y las técnicas con aita especificidad y alta
sensibilidad son altamente invasivas. Ademés, la mayoria de las técnicas
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solo se pueden aplicar durante periodos especificos de tiempo durante el
embarazo para mayor utilidad.

Uitrasonografia

Este es un procedimiento inofensivo, no invasivo. Las ondas de
sonido de alta frecuencia se usan para generar iméagenes visibles de los
patrones de ecos hechos por diferentes tejidos y 6rganos, incluyendo al feto
en la cavidad amniftica. El embrion en desarrolio se puede visualizar a
aproximadamente las 6 semanas de gestacion. Los 6rganos internos mas
grandes y las extremidades se pueden evaluar para determinar si cualquiera
es anormal a aproximadamente las 10 a 20 semanas de gestacion.

Un examen de ultrasonido puede ser (itil para determinar el tamaio y
la posicion del feto, la cantidad de fluido amniético, y la apariencia de la
anatomia fetal, sin embargo, hay limitaciones a este procedimiento.
Anommalidades delicadas, tales como Sindrome de Down, en donde las
anormalidades morfolégicas usualmente no son marcadas, sino solo
delicadas, no se pueden detectar de ninguna forma.

Amnlocentesis

Este es un procedimiento altamente invasivo en el cual una aguja es
introducida en el abdomen bajo de la madre en la cavidad amniética dentro
del Gtero. Este procedimiento se puede realizar a aproximadamente las 14
semanas de gestacion. Para el diagnéstico prenatal, la mayoria de las
amniocentesis se realizan entre las 14 y las 20 semanas de gestacion. Sin
embargo, se realiza un examen de ulirasonido antes de la amniocentesis
para determinar la edad gestacional, la posicion del feto y la placenta, y para
determinar si hay suficiente fluido amnidtico presente. Dentro del fluido
amnidtico hay células fetales (en su mayoria derivadas de la piel del feto)
que se puexien cultivar en un cultivo para anélisis cromosdmico, biequimico y
biol6gico molecutar.

Las anormalidades cromosémicas grandes, como cromosomas exira
o faltantes, o fragmentos de cromosoma, se pueden detectar mediante el
cariotipo, que incluye 1a identificacién y andlisis de los 46 cromosomas de
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una célula y los distribuye en sus pares conjugados, con base en las
diferencias delicadas de tamafio y estructura. En la visualizacion
sistematica, las anormalidades en el numerc y la estruchwya de [os
cromosomas son obvias. Este procedimiento tipicamente toma de 7-10 dias
para terminario.

Mientras que la amniocentesis se puede usar para dar informacion
genética directa, los rnesgos estdn asociados con al procedimiento
incluyendo pérdida del feto y sensibilizacién del Rh matemo. El riesgo
aumentado de la mortalidad fetal después de [a amniocentesis es de
aproximadamente 0.5% por encima del que se esperaria normalmente. Las
madres de Rh negativo se pueden tratar con RhoGam.

Muestreo de vellocidades coridnicas {CVS)

En este procedimiento un catéter es introducido por la vagina a traves
de la cerviz y en el Gtero a la placenta en desarrolio por la guia de
ultrasonido. La introduccion del catéter permite que las células de las
vellocidades coridnicas de la placenta se puedan obtener y analizar por
medio de una variedad de técnicas, incluyendo anélisis cromosémico para
determinar el cariotipo del feto. Las células también se pueden cultivar para
andlisis bioquimico o biolégico molecular. Tipicamente, el CVS se realiza
entre las 9.5 y 12.5 semanas de gestacion.

El CVS tiene la desventaja de ser un método invasivo, y tiene baja
pero significativa tasa de morbilidad del feto; esia tasa de pérdida esta entre
0.5 y 1% mayor que las mujeres sometidas a amniocentesis. Rara vez la
CVS se puede asociar con defectos de los miembros en el feto. También
estd presente la posibilidad de sensibilizacion del Rh matemo. Ademas,
también existe la posibilidad que las células de sangre materna en la
placenta en desarrollo sean muestreadas en lugar de las células del feto y se
confunda el andlisis cromosomico.

Alfa-fetoproteina de suero matemno (MSAFP)

El feto en desarrollo tiene dos proteinas de sangre mayores —
albimina y alfa-proteina (AFP). La madre tipicamente tiene solo albuimina
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en su sangre, y de esta forma, la prueba de MSAFP se puede usar para
determinar los niveles de AFP en el feto. Comunmente, solo una pequeiia
cantidad de AFP tiene acceso al fluido amniético y cruza la placenta hacia la
sangre de la madre. Sin embargo, si el feto tiene un defecto del conducto
neural, entonces més AFP escapa al fluido amnidtico. Los defectos de tubo
neural incluyen anencefalia (falla del cierre en el extremo craneal del tubo
neural). La incidencia de dichos defecios es de aproximadamente 1 o0 2
nacimientos por cada 1000 en los Estados Unidos. Ademds, si hay defectos
en la pared abdominal del feto, ia AFP del feto terminara en la sangre
materna en grandes cantidades.

La cantidad de MSAFP aumenta la edad gestacional, y por ende, para
que ol ensayo de MSAFP de resultados precisos, se debe saber con certeza
la edad gestacional. Ademés la raza de la madre y la presencia de diabetes
gestacional pueden influenciar el nivel de MSAFP que se considere normal.
La MSAFP se reporta tipicamente como miuiltiplos del promedio (MoM). A
mayor MoM, mayor probabilidad de presencia de defectoc. El ensayo de
MSAFP tiene la mayor sensibilidad entre los 16 y 18 meses de gestacion,
pero se puede usar entre las 15 y 22 semanas de gestacion. El MSAFP
tiende a ser menor cuando el Sindrome de Down, u otras anormalidades
cromosémicas estdn presentes.

Aunque el ensayo de MSAFP no es invasivo, la MSAFP no es 100%
especifica. La MSAFP se puede elevar por una variedad de razones que no
ostdn relacionadas con defectos del tubo neural o la pared abdominal del
feto. La causa més comin de una MSAFP elevada es una estimacion
equivocada de la edad gestacional del feto. Por lo tanto, los resultados de
un ensayo de MSAFP nunca se consideran como definitivos y concluyentes.

Beta-HCG de suero matemo

Iniciando a aproximadamente una semana después de la concepcion
y la implantacion del embrion en desarrolio en el utero, el trofoblasto
producid una beta-HCG detectable (la subunidad beta de gonadotropina
corignica humana) que se puede usar para diagnosticar embarazo. La beta-
HCG también se puede cuantificar en el suero matemo, y este puede ser util



al inicio del embarazo cuando se sospeche amenaza de aborto o embarazo
ectépico, porque a la cantidad de beta-HCG seré menor de lo normal.

En la mitad al fin del segundo trimestre, la beta-HCG se puede usar
en conjuncibn con la MSAFP para detectar las anommalidades
cromosémicas, en particular el Sindrome de Down. Una beta-HCG elevada
conjugada con una MSAFP disminuida sugiere sindrome de Down. Niveles
altos de HCG sugieren enfermedad trofobldstica (embarazo molar). La
ausencia de un feto en la ultrasonografia con una HCG elevada sugiere una
mola hidatidiforme.

Estriol de suero matemo

La cantidad de estriol en el suero matemo depende de un feto viable,
de una placenta que funciona adecuadamente, y un bienestar matemo. La
deshidroepiandrosterona (DHEA) se hace mediante las gldndulas adrenales
del feto, y se metaboliza en la placenta a estriol. El estriol entra a la
circulacién matema y es excretada mediante el rifion materno en la orina o
mediante el higado en la bilis. Los niveles normales de estriol, medidos en
el tercer trimestre, darén una indicacién del bienestar general del feto. Si el
nivel de estriol cae, el feto es amenazado y un parto inmediato puede ser
necesario. El estriol tiene a ser menor cuando esta presente el sindrome de
Down y cuando hay hipoplasia adrenal con anencefalia.

El ensayo de Detecclén Triple

E! ensayo de triple deteccion comprende el andlisis de alfa-feto-
proteina de suero materno. (MSAFP), gonadotropina coriénica humana
(HCG) y estriol no conjugado (UE3). El ensayo de sangre se realiza
usuaimente entre 16-18 semanas después del Ultimo periodo menstrual.
Aunque el ensayo de deteccién triple es no invasivo, los resultados de
prueba anormales no son indicativos de un defecto de nacimiento. MAs
bien, el ensayo solo indica un riesgo incrementado y sugiere que se
requieren més ensayos. Por ejemplo, 100 de 1,000 mujeres tendrdn un
resultado anormal del ensayo de deteccion triple. Sin embargo, solo 2-3 de
100 mujeres tendrén un feto con un defecto de nacimientc. Esta alta
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incidencia de positivos falsos causa un estrés iremendo y ansiedad
inn cesaria a la fulura madre.

Células fetales alsiadas de la Sangre Materna

Lg presencia de células nucleadas fetales en la sangre materna hace
posible el uso de estas células para diagndstico prenatal no invasivo
(Walknowska, et al., Lancet 1:1118-1122, 1969; Lo et al,, Lancet 2:1363-65,
1989; Lo et al., Blood 88:4390-85, 1996). Las células fetales se pueden
clasificar y analizar por medio de una variedad de técnicas para buscar
secuencias de ADN particulares (Bianchi et el., Am. J. Hum. Genet 61:822-
29, (1977); Bianchi et al., PNAS 93:705-08 (1996)). La hibridacién in-situ por
fluorescencia (FISH) es una técnica que se puede aplicar para identificar
cromosomas particulares de ias células fetales recuperadas de la sangre
matema, y diagnosticar condiciones aneuploides tales como trisomias y
monosomlas X. Ademds, se ha reportado que el nimero de células fetales
en la sangre materna aumenta en los embarazos aneuploides.

El método de FISH usa pruebas de ADN marcadas con marcadores
de color flucrescente que permiten la deteccién de cromosomas especificos
0 genes bgjo un microscopio. Usando FISH, anommalidades genéticas
delicadas que no se pueden detectar mediante el carictipo estdndar son
faciimente identificables. Este procedimiento tipicamente toma de 24-48
horas para su terminacién. Ademés, usando un panel de pruebas FISH
ADN, se pueden ver los nlimeros de copias de cromosoma anormal.

Aunque se han hecho mejoras para el aislamiento y enriquecimiento
de las células fetales, ain es dificil encontrar muchas células de sangre fetal.
Puede no haber suficientes para determinar confiablemente anormalidades
del cariotipo fetal 0 para ensayar otras anormalidades. Ademas, la mayoria
de las técnicas requieren tiempo, requieren altos aportes de mano de obra, y
son dificiles de implementar para un diseilo de alto desempeiio.

ADN fetal de la Sangre Materna

El ADN fetal se ha detectado y cuantificado en el plasma materno y el
suero (Lo et al., Lancet 350:485-487 (1997); Lo et al., Am. J. hum. Genet



62:768-775 (1998)). Miiltiples tipos de células fetales se encuentran en la
circulacién matema, incluyendo granulocitos fetales, linfocitos, glébulos rojos
nucleados, y células trofoblastos (Pertl, and Bianchi, Obstefrics and
Gynecology 98: 486-490 (2001)). El ADN fetal se puede detectar en el suero
en la séptima semana de gestacion, y aumenta al final del embarazo. El
ADN fetal presente en el suero matemo y el plasma es comparabie con la
concentracion de ADN obtenido a partir de los protocolos de aislamiento de
céluias fetales.

Se ha usado el ADN fetal circulante para determinar el sexo del feto
(Loetal, A, J. hum. Genet. 62:768-775 (1198)). Ademads, se ha detectado
el genotipo rhesusD fetal usando ADN fetal. Sin embargo, el diagnostico y
las aplicaciones clinicas del ADN fetal circulante esta limitado a los genes
que estdn presentes en el feto pero no en la madre (Perit and Bianchi,
Obstetrics and Gynecology 98:483-490 (2001)). De esta forma, atn existe la
necesidad de un método no invasivo que pueda determinar la secuencia del
ADN fetal y proveer un diagndstico definitivo de las anormalidades
cromosomicas en un feto.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién estd dirigida a un método para la deteccion de
desordenes genéticos incluyendo mutaciones Yy anormalidades
cromosomicas. En una realizacidn preferida, la presente invencion se usa
para detectar mutaciones y anormalidades cromosdmicas incluyendo pero
sin limitarse a translocacion, transversién, monosomia, trisomia y otras
aneuploidias, eliminacién, adicion, extensién, fragmentos, translocacién y
redistribucién. Se pueden detectar numerosas anomalidades
simultdneamente. La presente invencién también provee un método no
invasivo para determinar la secuencia de un ADN fetal a partir de una
muestra de una hembra embarazada. La presente invencion se puede usar
para detectar cualquier alteracién en |a sacuencia de gen comparada con la
secuencia de tipo nativa, incluyendo, pero sin limitarse a mutacion puntual,
cambio en el marco de lectura, transicion, transversién, adicién, insercion,
eliminacién, adicién-eliminacion, cambio de marco, sin sentido, mutacién
reversa y alteracién microsatelital.
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En una realizacién, la presente invencién estéd dirigida a un método
para la deteccion de anormalidades cromosomicas, que comprende: (a)
determinacién de la secuencia de alelos de un sitio de interds sobre un
templete de ADN, y (b) cuantificacion de la relacion de los alelos en un sitio
de interés heterocigotico que fue identificado del sitio de interés de (a), en
donde dicha relacién indica la presencia o ausencia de una anormalidad
cromosémica.

En ofra realizacién, la presente invencién provee un método no
invasivo para la determinacién de la ssecuencia en un sitio de interés sobre
un ADN fetal que comprende: (a) obtencién de una muestra de una hembra
embarazada; (b) adicién de un inhibidor de lisis de célula a la muestra de (a);
(c) obtencién del templete de ADN de la muestra de (b), en donde dicho
templete de ADN comprende ADN fetal y ADN matemo; y {(d) determinacion
de |la secuencia en un sitio de interés sobre un templete de ADN.

En otra realizacion, el templete de ADN es obtenido de un muestra
que incluye, sin limitarse, a una célula, tejido, sangre, suero, plasma, saliva,
orina, secrecién vaginal, sangre del cordén umbilical, vellocidad cori6nica,
fluido amniético, tejido embrionario, embrion, embrién bicelular, embrion de
cuatro ceélulas, un embribn de ocho celulas, un embrién 16 células, un
embrién 32 céjulas, un embrion de 64 células, un embrién de 128 células, un
embrién de 256 células, un embrién de 512 células, un embrion de 1024
células, fluido linfdtico, fluido cerebroespinal, secrecién mucosa, fluido
peritoneal, fluido ascitico, materia fecal o transpiracién corporal.

En una realizacion, el templete de ADN se obtiene a partir de una
muesira de una hembra embarazada.
En una realizacion preferida, el templete de ADN es obtenido a partir de una
mujer embarazada.,

En otra realizacién, el templete de ADN es obtenido de un embrién.
En una realizacion preferida, el templete de ADN es obienido a partir de una
celuia simple de un embridn.

En otra realizacién, el inhibidor de lisis de célula se agrega a la
muestira incluyendo, pero sin limitarse, a formaldehido, y derivados de

WM
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formaldehido, formalina, glutaraldehido y derivados de glutaraidehido,
reticuladores, reticuladores reactivos de amina primaria, reticuladores
reactivos de sulfihidrilo, adicién de sulthidrilo o reduccién de sutthidrilo,
reticuladores reactivos de carbohidratos, reticuladores reactivos de carboxilo,
reticuladores fotoreactivos, reticuladores fragmentables, AEDP, APG,
BASED, BM(PEO);, BM(PEO),, BMP, BMDB, BMH, BMOE, BS3,
BSOCOES, DFDNB, DMA, DMP, DMS, DPDPB, DSG, DSP, DSS, DST,
DTBP, DTME, DTSSP, EGS, HBVS, sulfo-BSOCOES, Sulfo-DST o Sulfo-
EGS.

En otra realizacién, un agente que evita la destruccién del ADN es
agregado a la muestra incluyendo, pero sin limitarse a inhibidores de
ADNasa, cloruro de zinc, acido etilendiamintetraacético, guanidina-HCI,
guanidina isotiocianato, N-auroilsarcosina, y Na-dodecilsulfato.

En una realizacién adicional, el templete de ADN es obtenido a partir
del plasma de ia sangre de una hembra embarazada. En una realizacion, el
templete de ADN es obtenido a partir del suero de la sangre de una hembia
embarazada.

En otra realizacion, el templete de ADN comprende ADN fetal y ADN
materno. En otra realizacién, el sitio de interés sobre el templete de ADN es
seleccionado de un sitio de interés matemo homocigético. En otra
realizacién, el sitio de interés sobre el templete de ADN es seleccionado de
un sitio de interés materno heterocigético.

En otra realizacién, el sitio de interés sobre el templete de ADN es
seleccionado de un sitio de interés patemo homocigético. En otma
realizacion, el sitio de interés sobre el templete de ADN es seleccionado de
un sitio de interés patemo heterocigotico.

En una realizacion, se determina la secuencia de alelos de multiples
sitios de interés sobre un cromosoma simple. En una realizacion preferida,
se determina la secuencia de alelos de miiltiples sitios de interés sobre
muitiples cromosomas.
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En otra realizacion, la determinacién de alelos de un sitio de interés
comprende un método que incluye, pero sin limitarse, PCR especifica de
alelo, electroforasis en gel, ELISA, espectrometria de masas, hibridacion,
extensién de la plantilla, polarizacion de fluorescencia, deteccion de
fluorescencia, transferencia de energia de resonancia con fluorescencia
(FRET), secuenciamiento, microformacién de ADN, mancha del sur, machas
en canal, manchas punteadas, y espectrometria de masas MALDI-TOF.

En una realizacion preferida, la determinacién de la secuencia de
alelos de un sitio de interés comprende (a) amplificacién del sitic de interés
usando una primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilia
contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion que
genera una proyeccién 5' que contiene un sitio de interés; (b) digestién del
ADN amplificado con la enzima de restriccion que reconoce el sitio de
reconocimiento en la segunda plantilla; (c) incorporacién de un nucleétido en
el ADN digerido en (b) usando la proyeccién 5 que contiene el sitio de
interés como un templete; y (d) determinacién de la secuencia del sitio de
interés mediante la determinacién de la secuencia del ADN de (c).

En otra realizacion, la amplificacién puede comprender una reaccién
de cadena de polimerasa (PCR). En una realizacién adicional, la
temperatura de recocido para el ciclo 1 de PCR puede estar cerca de la
temperatura de fusién de la longitud de recocido de ia segunda plantilla. En
otra realizacién, la temperatura de recocido para el ciclo 2 de PCR puede
estar cerca de !a temperatura de fusién de la region 3', que se recoce al
templete de ADN de la primera plantilla. En otra realizacion, la temperatura
de recocido para los ciclos restantes puede estar cerca de |a temperatura de
fusion de la secuencia entera de la segunda plantilla.

En otra realizacién, el sitio de reconocimiento sobre la segunda
plantilla es para una enzima de restriccion que se corta a una distancia de su
sitio de ligamiento y genera una proyaccion 5', que contiene el sitio de
interés. En una realizacion preferida, el sitio de reconocimiento sobre la
segunda plantilla es para una enzima de restriccion Tipo 11S. La enzima de
restriccion Tipo IIS incluye, pero no se limita, a Alw |, Alw26 |, Bsb |, Bbv |,
BceA |, Bmr |, Bsa |, Bst71 |, BsmA |, BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |, Fau |,
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Fok |, Hga |, Ple |, Sap |, SSfaN |, y Sthi32 |, y méas preferiblemente BceA | y
BsmF 1.

En una relaizacién, el extremo 3' de la segunda plantilia ests
adyacente al sitio de interés. En otra realizacion, la longitud de recocido de
la segunda plantilla es seleccionada del grupo consistente en 35-30, 30-25,
25-20, 20-15, 15, 14, 13,12, 11,109, 8, 7, 6, 5, 4, y menos de 4 bases.

En otra realizacion, la amplificacion de los sitios de interés que
comprenden el uso de primera y segunda plantillas que contienen una
porcion de un sito de reconocimiento de una enzima de restriccién, en donde
dicho sitio de reconocimiento contiene al menos un nucloéotido variable, y
después de la amplificacion, genera el sitio de reconocimiento de la enzima
de restricciéon total, y la regién 3' de dichas plantillas puede contener
disparidades con el templete de ADN, y [a digestién con dicha enzima de
restriccion genera una proyeccion 5’ que contiene el sitio de interés.

En una realizacién preferida, el sitio de reconocimiento para les
enzimas de restriccion que incluyen pero no se limitan a BsaJ | (5
C!CNNGG 3'), BssK | (5'CCNNGG 3'), Dde | (5C'TNAG 3'), EcoN |
(5'CCTNN{NNNAGG 3’ (SEQ ID NO:7), Fnu4H | (5 GC!NG 3'), Hinf | (5'
G'ANTC 3'), PfIF 1 (5' GACNCNNGTC 3'), Saud8 1 (5 G'‘GNCC 3'), ScrF |
(5 CC!NGG 3), Tthi 11 ] (5' GACN'NNGTC 3'), y més preferiblemente
FnudH | y EcoN |, se genera después de la amplificacion.

En ofra realizacion, la regién 5' de la primera y/o segunda plantilla
contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion. En una
realizacién preferida, el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion
es diferente al sitic de reconocimiento de la enzima de restriccion que
genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés.

En una realizacion adicional, el método de la invencion ademas
comprende la digestién del ADN con una enzima de resfriccion que reconoce
el sitio de reconocimiento en la regién 5’ de la primera y/o segunda plantilla.

La primera y/o segunda plantilla puede contener un marcador en el
terminal 5. Preferiblemente, la primera plantilla contiene un marcador en el
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terminal 5. El marcador se puede usar para separar el ADN amplificado del
templete de ADN. E! marcador se puede usar para separar el ADN
amplificado que contiene el nucleétido marcado del ADN amplificado que no
contiene el nuclettido marcado. El marcador, e.g., es seleccionado del
grupo consistente en: radioisétopo, molécula informadora fluorescente,
molécula informadora quimiluminescente, anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, hapteno, biotina, derivado de biotina, fotobiotina, iminobiotina,
digoxigenina, avidina, enzima, acridinio, azucar, enzima, apoenzima,
oligonucledtido homopolimérico, hormona, mitad ferromagnética, mitad
paramagnética, mitad diamagnética, mitad fosforescents, mitad
luminescente, mitad electroquimiluminescente, mitad cromatica, mitad que
tiene una resonancia deteciable del giro del electron, capacitancia eléctrica,
constante dieléctrica o conductividad eléctrica y combinaciones de estos.
Preferibiemente. el marcador es biotina. El marcador de biotina se usa para
separar el ADN amplificado del templete de ADN usando una matriz de
estreptavidina. La matriz de estreptavidina est4 recubierta sobre los agujeros
de una placa microtituladora.

La incorporacion de un nucledtido en el método de la invencion es
mediante una ADN polimerasa que incluye, sin limitarse a ADN polimerasa
E. coli, fragmento Klenow de ADN polimerasa | E. coli, ADN polimerasa T7,
ADN polimerasa T4, ADN polimerasa T5, polimerasas de clase Klenow,
polimerasa Tag, ADN polimerasa Pfu, polimerasa Vent, bacteriofago 29,
ADN polimerasa Genomic REDTaq™ o secuenasa. La incorporacitn de un
nucledtido puede ademas comprender el uso de nucledtidos marcados y no
marcados. Se pueden incorporar un nucledtido, dos nuclebtidos, tres
nucledtidos, cuatro nucledtidos, cinco nucledtidos o més de cinco
nucledtidos. Se puede incorporar una combinacién de nucledtidos marcados
o no marcados. El nuclectido marcado es seleccionado del grupo
consistente de un trifosfato dideoxinucleétido y trifosfato deoxinucleétido. El
nucledtido no marcado es seleccionado del grupo consistente de un trifosfato
dideoxinucledtido y trifosfato deoxinucleétido. El nucleétido marcado es
marcado con una molécula seleccionada del grupo consistente de molécula
radiactiva, molécula fluorescente, anitcuerpo, fragmento de anitcuerpo,
haptenoo, carbohidrato, biotina, y derivado de biotina, mitad fosforescente,
mitad luminescente, mitad electroquimiluminescente, mitad cromatica, y
mitad que tiene una resonancia detectable de giro de electron, capacitancia
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eléctrica, constante dieléctrica o conductividad eléctrica . Preferiblemente, el
nucledtido marcado es marcado con una molécula fluorescente. La
incorporacién de un nucleétido marcado fluorescente ademsds comprende el
uso de una mezcla de nucleétidos fluorescentes y no marcados.

En una realizacién, la determinacién de la secuencia de sitio de
interés comprende la deteccién del nucledtido incorporado. En una
realizacién, la deteccién es mediante un método seleccionado del grupo
consistente de electroforesis en gel, electroforesis capilar, electroforesis de
microcanal, electroforesis en gel poliacrilamida, deteccion de fluorescencia,
polarizacidn de fluorescencia, secuenciamiento de ADN, secuenciamiento
dideoxi de Sanger, ELISA, espectrometria de masas, especirometria de
masas de tiempo de wvuelo, espectrometria de masas cuadrupolar,
espectrometria de masas de sector magnético, espectrometria de masas de
sector eléctrico, fluorometria, espectrometria de infrarrojo, easpectrometria
de ultravioleta, amperiometria palentioestdtica, hidridacion de ADN,
microformacion de ADN, manchas del sur, manchas en canal y manchas
punteadas.

En una realizacién, se determina la secuencia de los alelos de uno a
decenas, a cientos, a miles de sitios de interés sobre un cromosoma simple
en el templete de ADN. En una realizacidn preferida, se determina la
secuencia de alelos de uno a decenas a cientos, a miles de sitios de interés
sobre cromosomas multiples.

En una realizacién preferida, se sospecha que el sitio de interés
contiene un polimorfismo © mutacién del nucledtido simple. El método se
puede usar para determinar las secuencias de muiltiples sitios de interés
concurrentemente. El templete de ADN puede contener miiltiples sitios de
un cromosoma simple. El templete de ADN puede contener muiltiples sitios
de diferentes cromosomas. Los sitios de interés sobre el templete de ADN
sa pueden amplificar en una reaccién. Alternativamente, cada uno de los
sitios de interés sobre el templete de ADN se puede amplificar en una
reaccion separada. El ADN amplificado se puede recolectar antes de la
digestion del ADN amplificado. Cada uno de los ADN marcados que
contienen un sitio de interés se puede separar antes de la determinacion de
la secuencia del sitio de interés. En una realizacién, se sospecha que al
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menos uno de los sitios de interés contiene un polimorfismoe 0 una mutacién
del nucledtido simple.

En otra realizacion, la relacion de alelos en un sitio de interés
heterocigético sobre un cromosoma se compara con la relacién de alelos en
un sitio de interés heterocigdtico sobre un cromosoma diferente. No hay
limitacién para que los cromosomas que puedan ser comparados. La
relacién de los alelos en un sitio de interés heterocigético sobre cualquier
cromosoma se puede comparar a la relacién de allelos en un sitio de interés
heterocigético sobre cualquier otro cromosoma. En una realizacién
prefarida, la relacién de alelos en sitios de interés heterocigiticos sobre un
cromosoma s sumada y comparada con la relacién de alelos en sitios de
interés heterocigéticos sobre un cromosoma diferente.

En otra realizacién, la relacion de alelos en un sitio de interés
heterocigético sobre un cromosoma es comparada con la relacion de alelos
en un sitio de interés heterocigético sobre dos, tres, cuatro 0 mds de cuatro
cromosomas. En otra realizacién, la relacion de alelos de miiltiples sitios de
interés sobre un cromosoma es comparada con la relacion de alelos en
muitiples sitios de interés sobre dos, tres, cuatro o0 més de cuatro
cromosomas.

En otra realizacion, la relacién de los alelos en un sitio de interés
sobre un cromosoma es comparada con la relacién de alelos en un sitio de
interés sobre un cromosoma diferente, en donde una diferencia de
relaciones indica la presencia o ausencia de una anormalidad cromosomica.
En otra realizacién, {a relacién de alelos en muiltiples sitios de interés sobre
un cromosoma es comparada con la relacién de alelos de muiltiples sitios de
interés sobre un cromosoma diferente, en donde una diferencia en laa
relaciones indica la presencia o ausencia de una anormalidad cromosémica.

En otra realizacién, se determina la secuencia de uno a decenas a
cientos a miles de sitios de interés sobre el templete de ADN obtenido de
una muestra de una hembra embarazada. En una realizacién, los sitios de
interés estdn sobre un cromosoma. En otra realizacién, l0s sitios de interes
estan sobre muitiples cromosomas.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1A. Un diagrama esquemético que describe una molécula de
ADN de doble cadena. Un par de plantillas, descritos como flechas dobladas,
flanquean el sitio de interés, descrito como un simbolo triangular en la base
N14. El sitio de interés puede ser un polimorfismo de nucleétido simple,
mutacién puntutal, insercion, eliminacién, translocacion, etc. Cada plantilla
contiene un sitic de reconocimiento de enzima de restriccion a
aproximadamente 10 del terminal 5' deacrito como la regién "a” en la primera
plantilla y como region “d” en la segunda plantilia. El sitio de reconocimiento
‘a" puede ser de cualquier tipo de enzima de restriccion, pero el sitio de
reconocimiento "d" es de una enzima de restriccion que corta a “n"
nucledtidos de su sitio de reconocimiento y deja una proyeccion 5' y un
extremo suspendido 3'. Ejemplos de dichas enzimas incluyen, sin limitarse
a, BceAl y BsmF I. La proyeccion 5' sirve como un templete para la
incorporacion de un nucleétido en el extremo 3' suspendido.

La primera plantilla se muestra modificada con biotina en el extremo &'
para ayudar la purificacion. La secuencia del extreme 3' de las platilias es tal
que las plantillas se recocen a una distancia deseada hacia arriba y hacia
abajo del sitio de interés. La segunda plantilla se recoce cerca al sitio de
interés: el sitio de recocido, que se describe como region “c” es designado
de forma que el extremo 3' de la segunda plantilla se recoce a una base del
sitio de interés. La segunda plantilla se puede recocer a cualquier distancia
del sitio de interés siempre y cuando la digestibn con la enzZima de
resctriccion, que reconoce la region "d" sobre esta plantilla, genere una
proyeccion 5' que contenga el sitio de interés. El sitio de recocido de la
primera plantilla, descrito como regién "b°, estd a aproximadamente 20
bases.

FIG. 1B8. Un diagrama esquemdtico que describe los pasos de
recocido y extension del primer ciclo de amplificacién mediante PCR. El
primer ciclo de amplificacién se realiza cerca de la temperatura de fusion de
la regién 3', que se recoce al templete de ADN de la segunda plantilla,
descrito como regién “c”, y es de 13 pares base en este ejemplo. A esta
temperatura tanto la primera como la segunda plantilla se recocen a sus
cadenas complementarias respectivas y empieza la extensién descrita por
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medio de las lineas punteadas. En este primer ciclo, la segunda plantilla se
extiende y copia la region b en donde la primera plantilla se puede recocer
en el siguiente ciclo.

FIG 1C. Un diagrama esquemdtico que describe los pasos de
recocido y extensién siguiendo la desnaturalizacién en el segundo ciclo de
amplificacién de PCR. El segundo ciclo de amplificacién es realizado a una
temperatura de recocido mas alta (TM2), que esta cerca de la temperatura
de fusién del 20 por la region 3' de la primera plantilla que se recoce al
Templete de ADN, descrito como regién “b*. Por consiguiente a TM2, ia
primera plantilla, que contiene la region b', que es complementaria a la
region b, se puede ligar al ADN que fue copiado en el primer ciclo de la
reaccidn. Sin embargo, a TM2 la segunda plantilla no se puede recocer al
templete de ADN original o al ADN que fue copiado en el primer ciclo de la
reaccién porque la temperatura de recocido es muy alta. La segunda
plantilla se puede recocer a 13 bases del templete de ADN original pero
TM2 se calcula a aproximadamente la temperatura de fusion de las 20
bases.

FIG. 1D. Un diagrama esquemético que describe las reacciones de
recocido y extension después de la desnaturalizacién durante el tercer ciclo
de amplificacién. En este ciclo, la temperatura de recocido, TM3, es
aproximadamente la temperatura de fusion de la segunda plantilla entero,
incluyendo las regiones "¢" y “d". La longitud de las reagiones “c” + “d” es de
aproximadamente 27-33 en longitud, y de esta forma TM3 es
significativamente mas alta que TM1 y TM2. A esta TM més alta la segunda
plantila, que contiene las regiones ¢ y o, se recoce al ADN copiado
generado en el ciclo 2.

FIG. 1E. Un diagrama esquematico que describe |as reacciones de
recocido y extension para los ciclos restantes de amplificacidn. La
temperatura de recocido para los ciclos restantes es TM3, que esta cerca de
la temperatura de fusion de la segunda plantilla entero. A TM3, la segunda
plantilla se liga a los templetes que contienen las regiones ¢' y d', y la
primera plantilla se liga a los templetes que contienen las regiones a' y b.
Mediante el aumento sucesivo de la temperatura de recocido en cada ciclo
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para los tres primeros ciclos, de T™M1, TM2 y TM3, se reduce
significativamente la amplificacién no especifica.

FIG. 1F. Un diagrama esquematico que describe ios sitios de interes
amplificados enlazados a una matriz solida.

FiG. 1G. Un diagrama esquemético que describe el ADN enlazado,
amplificado, después de la digestion con la enzima de restriccién "d”. El
extremo “aguas abajo’ es liberado en el sobrenadante, y se puede remaver
mediante el iavado con cualquier buffer adecuado. El extremo aguas amiba
que contiene el sitio de interés permanece enlazado a la matriz sdlida.

FIG. 1H. Un diagrama esquemadtico que describe el ADN enlazado
amplificado, después del "llenado” con un ddNTP marcado. Se usa una
ADN polimerasa para "llenar” la base (N'14) que es complementaria al sitio
de interés (N14). En este ejemplo solo los ddNTPs estan presentes en esta
reaccion, de forma que solo el sitio de interés o el SNP de interés es llenado.

FIG. 1l. Un diagrama esquemédtico que describe el ADN enlazado
marcado, después de la digestién con la enzima de restriccion "a". El ADN
marcado es liberado en el sobrenadante que se puede recolecitar para
indetificar la base que fue incorporada.

FIG. 2. Un diagrama esquemético que describe el templete de ADN
de doble cadena con un numero n de sitios de interés y un nimero n de
pares de plantillas, x1, y1 a xn, yn, especificamente recocidos de forma que
una plantilla flanquea cada sitio de interés. Las primeras plantillas estan
biotintiladas en el extremo &', ilustrado mediante -, y contienen un punto de
reconocimiento de una enzima de restriccion, “a", que puede ser cualquier
tipo de enzima de restriccion. Las segundas plantillas contienen un sitio de
reconocimiento de una enzima de restriccion, “d®, en donde “d" es in sito de
reconocimiento de una enzima de restriccion que se corta a "n” nucleodtidos
de su sitio de reconocimiento, y genera una proyeccion 5' que contiene el
sitio de interés y un extremo 3' suspendido. Las segundas plantillas se
recocen adyacentes a los respectivos sitios de interés. La posicidén exacta
del sitio de la enzima de restriccion “d” en la segunda plantilia es disefiada
de forma que la digestion del producto de PCR de cada sitio de interés con
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la enzima de restriccion “d" genere una proyeccion §' que contenga el sitio
de interds y un extremo 3' suspendido. Los sitios de recocido de las
primeras plantillas estdn a aproximadamente 20 bases de longitud y son
seleccionados de forma que cada primera plantilla sucesiva esté lejos de su
respectiva segunda plantilla. Por ejemplo, si en el sitio 1 el extremo 3' de las
plantillas primera y segunda estédn a Z pares base, entonces en el sitio 2, los
extremos 3' de las plantillas primera y segunda estan a Z + K pares de base,
en donde K= 1, 2, 3 0 mas de tres bases. Las plantillas para el sitio N estan
a ZN-1 + K pares de bases. El propdsito de hacer que cada primera plantilia
sucesiva esté lejos de su respectiva segunda plantilia es que los fragmentos
de restriccibn de ‘llenado” (generados después de Ia amplificacion,
purificacion, digestion y marcado como se describe en las FIGS. 1B-1l)
difieran en tamano y puedan ser determinados, por ejemplo mediante
electroforesis, para permitir la deteccion de cada sitio de interés individual.

FIG. 3. Amplificacin de PCR de los SNPs usando miiltiples
temperaturas de recocido. Una muestra que contiene templetes de ADN
genbmicos de treinta y seis humanos voluniarios se analizd para los
siguientes cuatro SNPs: SNP HC21S00340 (linea 1), nuimero de
identificacion como se asignd en la base de datos cSNP del Cromosoma
Humano 21, localizado en el cromosoma 21; SNP TSC 0095512 (linea 2),
localizado en el cromosoma 1; SNP TSC 0214366 (linea 3), localizado en el
cromosoma 1; y SNP TSC 0087315 (linea 4), localizado en el cromosoma 1.
Cada SNP fue amplificado mediante PCR usando tres protocolos de
temperatura de recocido diferentes, referidos aqui como la temperatura de
recocido de severidad baja; temperatura de recocido de severidad media y
temperatura de recocido de severidad alta. Sin importar el protocolo de
temperatura de recocido, cada SNP fue amplificado para 40 ciclos de PCR.
El paso de desnaturalizacién para cada reaccién de PCR se realizé por 30
segundos a 95°C.

FIG. 3A. Fotografia de un gel que muestra la amplificacion del PCR
de los 4 SNPs diferentes usando el protocolo de temperatura de recocido de
severidad baja.
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FIG. 3B. Fotografia de un gel que muestra la amplificacién del PCR
de los 4 SNPs diferentes usando el protocolo de temperatura de recocido de
severidad media.

FIG. 3C. Fotografia de un gel que muestra la amplificacién del PCR
de los 4 SNPs diferentes usando el protocolo de temperatura de recocido de
severidad alta.

FIG. 4A. Una descripcién de la secuencia de ADN de SNP
HC21500027 (SEC ID Nos. 27 & 28B), como se asigno en la base de datos
¢SNP del Cromosoma Humano 21, localizado en el cromosoma 21. Una
primera plantilla (SEC ID No: 17) y una segunda plantilla (SEC ID No: 18)
estdn indicadas ariba y abajo, respectivamente, de la secuencia de
HC21S00027 (SEC ID Nos. 27 & 28). La primera plantilla esté biotintilada y
contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién para EcoRL.
La segunda plantila contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion para BsmF | y contiene 13 bases que se recocen a la secuencia
de ADN. El SNP esta indicado por R (A/G) y r (T/C) (complementario a R).

FIG. 4B. Una descripcién de |la secuencia de ADN de SNP
HC21S00027 (SEC ID Nos. 27 & 28), como se asignd en la base de datos
cSNP del Cromosoma Humano 21, localizado en el cromosoma 21. Una
primera plantilla (SEC ID No: 17) y una segunda plantilla (SEC ID No: 18)
estdn indicadas amiba y abajo, respectivamente, de la secuencia de
HC21S00027 (SEC 1D Nos. 27 & 28). La primera plantilla esté bictintilada y
contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion para EcoRl.
La segunda plantilla contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion para BeeA | y tiene 13 bases que se recocen a la secuencia de
ADN. El SNP esta indicado por R (A/G) y r (T/C) (complementario a R).

FIG. 4C. Una descripcién de la secuencia de ADN de SNP
TSC0095512 (SEC ID Nos. 29 & 30), del cromosoma 1. La primera plantilla
(SEC ID No: 11) y la segunda plantilla (SEC ID No: 20) estén indicadas
arriba y abajo, respectivamente, de la secuencia de TSC00956512. La
primera plantilla estd biotintilada y contiene el sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccion para EcoRl. La segunda plantifla contiene el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion para BsmF | y tiene 13 bases que



se recocen a la secuencia de ADN. El SNP est4 indicado por S (G/C) vy 8
(C/G) (complementario a S).

FIG. 4D. Una descripcion de la secuencia de ADN de SNP
TSC0095512 (SEC ID Nos. 29 & 30), del cromosoma 1. La primera plantilla
(SEC ID No: 11) y |la segunda plantilla (SEC ID No: 12) estdn indicadas
amiba y abajo, respectivamente, de la secuencia de TSC0085512. La
primera plantilla estd biotintilada y contiene el sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccién para EcoRl. La segunda plantilla contiene el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién para BeeA | y tiene 13 bases que
se recocen a la secuencia de ADN. El SNP estd indicado por S (G/C) y s
(C/G) (complementario a S).

FIGS. 5A-5D. Un diagrama esquemético que describe las secuencias
de nucledtido de SNP HC21S00027 (FIGS. 5A (SEC ID Nos: 31 & 32) y 5B
(SEC 1D Nos: 31 & 33)) y SNP TSC00985512 (FIGS. 5C (SEC ID Nos: 34 &
35) y 5D (SEC ID Nos: 34 & 36)), después de la amplificacién con las
plantillas descritas en las figuras 4A - 4D. Los sitios de restriccion en la
secuencia de la plantilla estdn indicados en negrita.

FIGS. 6A-6D. Un diagrama esquematico que describe las secuencias
de nucledtido de cada SNP amplificado después de la digestion con la
enzima de restriccion tipo IS apropiada. Las FIGS. 6A (SEC ID Nos: 31 &
32) y 6B (SEC ID Nos: 31 & 33) describen fragmentos de SNP HC21500027
digeridos con las enzimas de resiriccion Tipo IS BsmF | y BeeA |,
respectivamente. Las FIGS. 6C (SEC ID Nos: 34 & 35) y 6D (SEC ID Nos:
34 & 36), describen fragmentos de SNP TSC0085512 digeridos con las
enzimas de restriccion Tipo IS BsmF | y BeeA |, respectivamente.

FIGS. 7A-7D. Un diagrama esquemitico que describe la incorporacion
de un nucledtido marcado fluorescentemente usando la proyeccién 5' del
sitic de SNP digerido como un templete para “llenar” el exiremo 3'
suspendido. Las FIGS. 7A (SEC ID Nos: 31, 37 & 41) y 7B (SEC ID Nos:
31, 37 & 39) describen el sitio de SNP HC21S500027 digerido con un ddNTP
marcado incorporado (*R"* = nucledtido dideoxi fluorescente). Las FIGS. 7C
(SEC ID Nos: 34 & 38) y 7D (SEC ID No: 34), describen el sitio de SNP
TSC0095512 digerido con un ddNTP marcado incorporado (‘S =
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nucledtido dideoxi fluorescente). El uso de &NTPs asegura que el extremo
3 suspendido sea extendido en un nucledtido, que es complementario al
nucleétido de interés o el sitio SNP presenta en la proyeccitn 5'.

FIG. 7E. Un diagrama esquemaético que contiene la incorporacion de

dNTPs y un ddNPT en la proyeccion 5' que contiene el sitio SNP. ElI SNP
HC21S00007 fue digeridc con BsmF |, que genera una proyeccion 5' de
cuatro bases. E! uso de una mezcla de dNTPs y ddNTPs permite que el
extremo 3' suspendido se extienda un nucleétido (un ddNTP es incorporado
primero (SEC ID Nos: 31, 37 & 41)); dos nucleftidos (un dNTP es
incorporado seguido por un ddNTP (SEC ID Nos: 31, 39 & 41)); tres
nucledtidos (dos dNTPs son incorporados, seguidos por un ddNTP (SEC ID
Nos: 31, 40 & 41)) o cuatro nucleétidos (tres dNTPs son incorporados
seguidos por un ddNTP (SEC iD Nos: 31 & 41)).
Todos los custro productos se pueden separar por tamaiio, y se puede
detectar el nuciedtido incorporado (*R-dd = nucledtido dideoxi fluorescents).
La deteccién del primer nucledtido, que comesponde al SNP o el sitio, y los
siguientes tres nucledtidos provee un nivel adicional de aseguramiento de
calidad. El SNP es indicado mediante R (A/G) y r (T/C) (complementario a
R).

FIGS. 8A - 8D. Liberacion del SNP "llenado® de la matriz de soporte
sdlida, i.e., agujero recubierto de estreptavidina. La SNP HC21500027 se
muastra en las FIGS. BA (SEC ID Nos: 31, 37 & 41) y 8B (SEC ID Nos: 31,
37 & 39), mientras que la SNP TSC0095512 se muestira en las FIGS. 8C
(SEC ID Nos: 34 & 38) y 8D (SEC ID Nos: 34). El SNP "llenado” ests libre
en solucién, y se puede detectar.

FIG. SA. Andlisis de la secuencia de SNP HC21S00027 digerido con
BceA |. Se muestran cuatro reacciones de "enado”; cada reaccién contiene
un nucleStido marcado fluorescentemente, ddGTP, ddATP, ddTTP, o
ddCTP, y &dNTPs no marcados. Se indica la proyeccion 5' generado por la
digestion con BeeA | y los nucleétidos esperados en este sitio SNP.

FIG. 9B. Andlisis de la secuencia de SNP TSC0085512. El SNP
TSC0095512 fue amplificado con una segunda plantilla que contenfa el sitio
de reconocimiento para BceA |, y en una reaccibn separada, con una



segunda plantilla que contenia el sitioc de reconocimiento para BsmF |. Se
muestran cuatro reacciones de “llenado” para cada producto de PCR; cada
reaccidn contenia un nucleétido marcado fluorescentemente, ddGTP,
ddATP, ddTTP, o ddTCP, y ddNTPs no marcados. Se indica la proyeccién
5' generado por la digestion con BceA | y BmsF |, y los nucledtidos
esperados en este sitio de SNP.

FIG. 9C. Anélisis de la secuencia de SNP TSC0264580 después de
la amplificacion con una segunda plantila que contenla el sitio de
reconocimiento para BsmF |. Se muestran cuatro reacciones; cada reaccién
contenia un nucledtido marcado fluorescentemente, ddGTP, ddATP, ddTTP,
o ddTCP, y ddNTPs no marcados. Se describen dos proyecciones 5'
diferentes; una representa las moléculas de ADN que fueron cortadas a 11
nucledtidos en la direccién de la cadena, y a 15 nucledtidos en la direccién
contraria de la cadena, y la otra representa molécuias de ADN que fueron
cortadas a 10 nucleétidos en la direccién de a cadena, y a 14 nucledtidos en
la direccién contraria de la cadena. También se indican los nucledtidos
esperados.

FIG. 8D. Andlisis de ia secuencia de SNP HC21S00027 amplificado
con una segunda plantilla que contenfa el sitio de reconocimiento para BsmF
. Se usd una mezcla de ddNTPs marcados y dTNPs no marcados para
llenar la proyeccién 5' generada por la digestion con BsmF |. Se describen

dos proyecciones 5' diferentes: una representa las moléculas de ADN que

fueron cortadas a 11 nucledtidos en la direccién de la cadena, y a 15
nucleétidos en direccién contraria de la cadena, y ia otra representa
moléculas de ADN que fueron cortadas a 10 nucledtidos en la direccion de la
cadena, y a 14 nucledtidos en la direccion contraria de la cadena. Se indican
el nucledtido del SNP, el nucledtido en el sitio de SNP (la muestra contenia
templetes de ADN de 36 individuos; se esperarfa que ambos nucleétidos
estdn representados en la muestra), y los tres nucledtidos aguas abajo del
SNP.

FIG. 10. Andlisis de secuendia de SNPs miultiples. Los SNPs
HC21800131 y HC21800027, que estén localizados en el cromosoma 21, y
los SNPs TSC0087315, SNP TSC 0214366, SNP TSC413944 y SNP
TSC0085512, que estédn localizados en el cromosoma 1 fueron amplificados
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en reacciones de PCR separadas con segundas plantillas que contenian un
sitio de reconocimiento para BsmF |. Las plantillas fueron disefadas de
forma que cada sitio de interés amplificado fuera de un tamafo diferente.
Después de la amplificacién, las reacciones fueron recolectadas en una
muestra simple, y todos los pasos siguientes del método se realizaron (como
se describe en las figuras 1F-11) sobre esa muestra. Se indica cada SNP y
8l nucleétido encontrado en cada SNP.

FIG. 11. Cuantificacién del porceniaje de ADN felal en la sangre
matema. La sangre se obiuvo de una mujer embarazada con
consentimiento. EIl ADN fue aislado y se hicieron diluciones seriales para
determinar el porcentaje de ADN fetal presente en la muestra. El gen SRY,
que estd localizado en el cromosoma Y, se usé para detectar el ADN fetal.
El gen de fibrosis quistica, que estd localizado en el cromosoma 7, se usé
para detectar el ADN materno y fetal.

FIG. 11A. Amplificacion del gen SRY y el gen de fibrosis quistica
usando un templete de ADN aislado de una muestra de sangre que se tratd
con EDTA

FIG. 11B. Amplificacién del gen SRY y el gen de fibrosis quistica
usando un templete de ADN aislado de una muestra de sangre que se tratd
con formalina y EDTA.

FiG. 12. Andlisis genético de un individuo genctipado previamente
con Trisomia 21 (Sindrome de Down). La sangre fue recolectada, con
consentimiento, de un individuo que habia sido genotipado previamente con
Trisomia 21. El ADN fue aislado de dos SNPs en el cromosoma 21 y dos
SNPs en el cromosoma 13 fueron genotipados. Como se muestra en la
fotografia del gel, ios SNPs en el cromosoma 21 muestran relaciones
desproporcionadas de los dos nucladtidos. La inspeccién visual del gel
demuestra que un nucledtido de los dos nucledtidos en los sitios de SNP
analizado en el cromosoma 21 es de intensidad mayor, sugiriendo que no
estd presente en una relacién 50:50. Sin embargo, la inspeccién visual del
gel sugiere que los nucledtidos en los sitios SNP heterocigético analizados
en el cromosoma 21 estéan presentes en la relacién 50:50 esperada.
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FIG. 13. Determinacién de la secuencia de ambos alelos de los SNPs
TSC0837969, TSC0034767, TSC1130802, TSCO0597888, TSC0195482,
TSC0607185, usando un nucledtido marcado fluorescentemente. Se usé
ddGTP marcado en presencia de un dATP, dCTP, dTTP no marcado para
“llenar” ia proyeccién generado por la digestidon con BsmF I. Ei nucledtido
que precede al sitio variable sobre la cadena que fue lienada no era guanina,
y el nucieétido después del sitio variable sobre la cadena que fue llenada no
era guanina. El nucledtido dos bases después del sitio variable sobre la
cadena que fue llenada era guanina. Los alelos que contienen guanina en el
sitio variable son llenados con ddGTP marcado. Los alelos que no contienen
guanina son llenados con dATP, dCTP, o ATTP no marcado, y la polimerasa
continua incorporando nucledtidos hasta que el ddGTP marcado es llenado
en una posicién 3 complementaria a la proyeccion.

FIG. 14. |dentificacion de los SNPs con los alelos que son variables
dentro de la poblacién. Las secuencias de ambos alelos de siete SNPs
localizados en el cromosoma 13 fueron determinadas usando un templete de
ADN que contenia ADN obtenido de doscientos cuarenta y cinco individuos.
Se usé ddGTP marcado en presencia de dATP, dCTP o dTTP no marcados
para llenar la proyeccion generado por ila digestion con BmsF |. El
nucledtido que precede al sitio variable sobre la cadena que fue llenada no
era guanina, y el nucledtido después del sitio variable sobre la cadena que
fue llenada no era guanina. El nucleétido dos bases después del sitio
variable sobre la cadena que fue llenada era guanina. Los alelos que
contienen guanina en el sitio variable son llenados con ddGTP marcado.
Los alelos que no contienen guanina son llenados con dATP, dCTP, o dTTP
no marcado, y la polimerasa continua incorporando nucleétidos hasta que el
ddGTP marcado es llenado en una posicion 3 complementaria a ia

proyeccion.

FIG. 15. Determinacion de la relacién de un alelo al ofro alelo en los
SNPs heterocigético. Los nucleétidos observados para SNP TSC0607185
son citosina (referida como alelo 1) y timidina (referida como alelo 2) en la
direccién de la cadena. La relacién de alelo 2 a alelo 1 se calculd usando
templete de ADN aislado de cinco individuos. La relacién de alelo 2 a alelo 1
(alelo 2/alelo 1) fue consistentemente 1:1.
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Los nucledtidos observados para SNP TSC1130802 son guanina
(referida como alelo 1) y adenina (referida como alelo 2) en la direccién de la
cadena. La relacién de alelo 2 a alelo 1 se calculé usando templete de ADN
aislado de cinco individuos. La relacién de alelo 2 a alelo 1 (alelo 2/alelo 1)
fue consistentemente 75:25.

FIG. 16. El porceniaje de alelo 2 a alelo 1 en SNP TSC0108992
permanece lineal cuando es calculad sobre el templete de ADN que contiene
una copia exira de cromosoma 21. El SNP TSC0108892 fue amplificado
usando templete de ADN de custro individuos, y se realizaron dos
reacciones de lienado separadas (marcadas como Ay B) para cada reaccion
de PCR (marcadas 1 a 4). El porcentaje calculado de alelo 2 a alelo 1 sobre
el templete de ADN de individuos normales fue 047. La desviacién del
porcentaje predicho tedricamente de 0.50 permanecidé lineal sobre el
templete de ADN aislado de un individuo con Sindrome de Down.

FiG. 17A. Andlisis de un SNP localizado en el cromosoma 21 de un
templete de ADN aislado de un individuo con un cariotipo genético normal.
El SNP TSC0108992 fue amplificado usando los métodos descritos aqui, y
después de la digestion con la enzima de restriccion Tipo lIS BsmF I, la
proyeccion §' fue llenada usando ddTTP marcado, y dATP, dCTP y dGTP no
marcado. Se llevaron a cabo tres reacciones de PCR separadas, y cada
reaccion de PCR fue dividida en dos muestras. Se calculd Ia relacién de
alelo 2 a aleio 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que produjo una media de 0.50.

FiG. 17B. Andlisis de un SNP localizado en el cromosoma 21 de un
templete de ADN aislado de un individuo con un cariotipo genético de
trisomia 21. El SNP TSC0108992 fue amplificado usando los métodos
descritos aqul, y después de la digestién con la enzima de restriccion Tipo
IIS BsmF |, la proyeccién 5' fue lienada usando ddTTP marcado, y dATP,
dCTP y dGTP no marcado. Se lievaron a cabo tres reacciones de PCR
separadas, y cada reaccién de PCR fue dividida en dos muestras. Se
calculd la relacion de alelo 2 a alelo 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que
produjo una media de 0.30.

FIG. 17C. Andlisis de un SNP localizado en el cromosoma 21 de una
mezcla compuesta de templete de ADN aislado de un individuo con un
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Trisomia 21 y de un individuo con un cariotipo genético normal en una
relacién 3:1 (Trisomia 21:Normal). El SNP TSC01089892 fue amplificado de
la mezcia de templete de ADN usando los métodos descritos aqui, y
después de la digestion con la enzima de restriccion Tipo IS BsmF |, la
proyeccioén 5' fue llenada usando ddTTP marcado, y dATP, dCTP y dGTP no
marcado. Se llevaron a cabo tres reacciones de PCR separadas, y cada
reaccién de PCR fue dividida en dos muestras. Se calculd la relacién de
alelo 2 a alelo 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que produjo una media de
0.318.

FIG. 17D. Andlisis de un SNP localizado en e cromosoma 21 de una
mezcla compuesta de templete de ADN aislado de un individuo con un
Trisomia 21 y de un individuo con un cariotipo genético normal en una
relacién 1:1 (Trisomia 21:Normal). El SNP TSC0108992 fue amplificado de
la mezcla de templete de ADN usando los metodos descritos aquli, y
después de la digestién con la enzima de restriccion Tipo IIS BsmF |, la
proyeccién 5' fue llenada usando ddTTP marcado, y dATP, dCTP y dGTP no
marcado. Se llevaron a cabo tres reacciones de PCR separadas, y cada
reaccién de PCR fue dividida en dos muestras. Se calculd |a relacién de
alelo 2 a alelo 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que produjo una media de
0.352.

FIG. 17E. Andlisis de un SNP localizado en el cromosoma 21 de una
mezcla compuesta de templete de ADN aislado de un individuo con un
Trisomia 21 y de un individuo con un cariotipo genético normal en una
relacién 1:2.3 (Trisomia 21:Normal). EI SNP TSC0108992 fue amplificado de
la mezcla de templete de ADN usando los métodos descritos aqui, y
después de la digestién con la enzima de restriccion Tipo IS BsmF |, la
proyeccidn 5' fue llenada usando ddTTP marcado, y dATP, dCTP y dGTP no
marcado. Se llevaron a cabo tres reacciones de PCR separadas, y cada
reaccién de PCR fue dividida en dos muestras. Se calculd la relacién de
alelo 2 a alelo 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que produjo una media de
0.382.

FIG. 17F. Andlisis de un SNP localizado en el cromosoma 21 de una
mezcla compuesta de templete de ADN aislado de un individuo con un
Trisomia 21 y de un individuo con un cariotipo genético normal en una

ye
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relacién 1:4 (Trisomia 21:Normal). El SNP TSC0108992 fue amplificado de
la mezcla de templete de ADN usando los métodos descritos aquf, y
después de la digestién con la enzima da restriccion Tipo IS BsmF |, ia
proyeccién 5' fue llenada usando ddTTP marcado, y dATP, dCTP y dGTP no
marcado. Se llevaron a cabo tres reacciones de PCR separadas, y cada
reaccién de PCR fue dividida en dos muestras. Se calculd la relacion de
alelo 2 a alelo 1 (alelo 2 / (alelo 2 + alelo 1)), que produjo una media de
0.397.

FIG. 18A. Andlisis en gel de agarosa de nueve (9) SNPs amplificados
de un templete de ADN. Cada uno de los nueve SNPs fue amplificado del
ADN genbémico usando los métodos descritos aqui. La linea 1 comesponde
a TSC0397235, la linea 2 comesponde & TSCO0470003, la linea 3
comresponde a TSC1849276, Ia linea 4 corresponde a TSC1261039, la linea
5 corresponde a TSC0310507, ia linea 6 commesponde a TSC1650432, la
linea 7 coresponde a TSC1335008, la linea 8 corresponde a TSC0128307 y
la linea 9 corresponde a TSC0259757.

FIG. 18B. El templete de ADN original fue amplificado usando
plantilas de 12 bases que se recocieron en diferentes regiones en el
cromosoma 13. Se usaron cien juegos de plantillas diferentes para
amplificar las regiones a lo largo del cromosoma 13. Para cada uno de los
nueve SNPs, se usé una plantilla que se recocidé a aproximadamente 130
bases del sitio de interés y 130 bases aguas abajo del sitio de interés. Esta
reaccidn de amplificacién, que contenia un total de 100 juegos de plantillas
diferentes, se usd para amplificar las regiones que conten(an los sitios de
interéds. E! producio PCR resultante se usé en una reaccion de PCR
posterior, en donde cada uno de los nueve SNPs se amplificd
individualmente usando una primera plantila y una segunda plantilla, en
donde la segunda plantilla contenia el sitio de ligamiento para la enzima de
restriccion tipo 1IS BsmF |. Los SNPs fueron cargados en el mismo orden
que en la figura 18A.

FIG. 18A. Cuantificacién del porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para el
SNP TSC047003 en el templete de ADN original (1A) y el templeie de ADN
multiplexado (M1-M3), en donde el ADN fue amplificado, primero usando
plantillas de 12 bases que se cocieron a 150 hases aguas arriba y aguas
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abajo de los sitios de interés. Luego se realizaron tres reacciones de PCR
separadas sobre el tempiete de ADN multiplexado, usando una primera y
segunda plantilla.

FIG. 19B. Cuantificacion del porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para el
SNP TSC1261039 en el templete de ADN original (1A) y el templete de ADN
multiplexado (M1-M3), en donde el ADN fue amplificado primero usando
plantiias de 12 bases que se cocieron a 150 bases aguas armiba y aguas
abajo de los sitios de interés. Luego se realizaron tres reacciones. de PCR
separadas sobre el templete de ADN muiltiplexado, usando una primera y
segunda plantilla.

FIG. 19C. Cuantificacidn del porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para el
SNP TSC310507 en el templete de ADN original (IA) y el templete de ADN
multiplexado (M1-M3), en donde el ADN fue amplificado primero usando
plantillas de 12 bases que se cocieron a 150 bases aguas armriba y aguas
abajo de los sitios de interés. Luego se realizaron tres reacciones de PCR
separadas sobre el templete de ADN multiplexado, usando una primera y
segunda plantilla.

FIG. 18D. Cuantificacién del porcentaje de aleio 2 a alelo 1 para el
SNP TSC1335008 en el templete de ADN original (1A) y el templete de ADN
multiplexado (M1-M3), en donde el ADN fue amplificado primero usando
plantillas de 12 bases que se cocieron a 150 bases aguas arriba y aguas
abajo de los sitios de interés. Luego se realizaron tres reacciones de PCR
separadas sobre el templete de ADN muiltiplexado, usando una primera y
segunda plantilla.

FIG. 20. Deteccién del ADN fetal del ADN de plasma aislado de una
hembra embarazada. Cuatro SNPs en donde el ADN matemo era
homocigético fueron analizados en el ADN de plasma. E! ADN matemo fue
homocigético para adenina en TSC0B38335 (linea 1), mientras que el ADN
de plasma mostré un patrén heterocigético (linea 2). El alelo de guanina
representd el ADN fetal, que se distinguié claramente de la sefial matema.
El ADN matemo y el ADN de plasma fueron ambos homocigéticos para
adenina en TSC0418134 (lineas 3 y 4). El ADN matemo fue homocigético
para guanina en TSC0120188 (linea 5), mientras que el ADN de plasma



31

mostré un petrén heterocigético (linea 6). El alelo de adenina representd el
ADN fetal. El ADN materno y el ADN de plasma fueron ambos homocigéticos
para adenina en TSC0501389 (lineas 7 y 8).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion provee un metodo para la deteccion de
desordenes geneéticos, incluyendo pero sin limitarse a mutaciones,
inserciones, eliminaciones y anomalidades cromosdmicas, y es
especialmente Util para la deteccién de desordenes geneticos de un feto. El
método es especialmente til para la deteccidn de una translocacién,
adicion, amplificacion, transversion, inversidn, aneuploidia, poliploidia,
monosomia, trisomia, frisomia 21, trisomia 14, trisomia 15, frisomia 16,
trisomia 18, trisomia 22, ftriploidia, tetraploidia, u anommalidades
cromosOmicas de sexo incluyendo XO, XXY, XYY y XXX. EIl metodo
también provee una técnica no invasiva para la determinacion de la
secuencia del ADN fetal.

La invencion esta dirigida a un método para la deteccion de
anomalidades cromosdOmicas, que comprende: (a) determinacion de ia
sacuencia de alelos de un sitio de interés sobre un templete de ADN, y (b)
cuantificacién de la relacién de los alelos en un sitio de interés heterocigético
que fue identificado del sitio de interés de (a), en donde dicha relacién indica
la presencia 0 ausencia de una anormalidad cromosdmica.

En otra realizaciéon, la presente invencién provee un método no
invasivo para la determinacion de la secuencia en un sitio de interés sobre
un ADN fetal que comprende: (a) obtencién de una muestra de una hembra
embarazada; (b) adicién de un inhibidor de lisis de célula a la muestra de (a);
{c) obtencién del templete de ADN de la muestra de (b), en donde dicho
tmmplete de ADN comprende ADN fetal y ADN matermo; y (d) determinacion
de la secuencia en un sitio de interés sobre un templete de ADN.

Templete de ADN

Por "sitio de interés” se entiende una regién seleccionada de un acido
nucléico que estd dentro de una regién més grande de acido nucléico. Un
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sitio de interds puede incluir, sin limitarse a 1-100, 1-50, 1-20 o 1-10
nucledtidos, preferiblemente 1-6, 1-5, 14, 1-3, 1-2 0 1 nucledtido.

Como se usa aqui, un "alelo” es una de varias formas altemas de un
gen o regién no codificada de ADN que ocupa la misma posicién en un
cromosoma. El término alelo se puede usar para describir el ADN de
cualquier organismo, incluyendo pero sin limitarse a bacterias, virus, hongos,
protozoos, mohos, levaduras, plantas, humanos, no-humanos, animales y
arqueabacteria.

Por ejemplo, las bacterias tipicamente tienen una cadena larga de
ADN. El término alelo con respecio al ADN bacterial se refiere a la forma de
un gen encontrado en una célula comparado con la forma del mismo gen en
una céiula bacterial diferente de la misma especie.

Los alelos pueden tener la secuencia idéntica o puede variar por un
nucleétido simpie o més de un nucleétido. Con respecto a organismos que
tienen dos copias de cada cromosoma, si ambos cromosomas tienen el
mismo alelo, la condicién es referida como homocigética. Si los alelos en los
dos cromosomas son diferentes, la condicibn es referida como
heterocigética. Por ejemplo, si el sitio de interéds es SNP X en el cromosoma
1, y el cromosoma matemo contiene una adenina en el SNP X (alelo A), y el
cromosoma paterno contiene una guanina en el SNP X (alelo G), el individuo
es heterocigbtico en SNP X

Como se usa aqul, secuencia significa la identidad de un nucleétido o
més de un nucledtido contiguo en un polinuciedtido. En el caso de un
nucledtido simple, e.g., un SNP, "secuencia” e “identidad® se wusan
indistintamente aqul.

El término “anormalidad cromosémica” se refiere a una desviacion
entre |a estructura del cromosoma sujeto y un cromosoma homélogo normal.
El término “normal” se refiere al cariotipo predominante o patrén de bandeo
encontrado en individuos saludables de especies particulares. Una
anormalidad cromosdémica puede ser numeérica o estructural, e incluye sin
limitarse a aneupliodia, poliploidfa, inversién, una trisomia, una monosomia,
duplicacién, eliminacién, eliminacién de una parte del cromosoma, adicién,
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adicion de una parte del cromosoma, insercién, un fragmento de un
cromosoma, redistribucién cromosdmica y translocacion. Una anormalidad
cromosdmica puede estar correlacionada con la presencia de una condicién
patoldgica o con una predisposicion a desarrollar una condicién patoldgica.
Como se define aqui, un polimosfismo de nuclettido simple ("SNP*) no es
una anormalidad cromosémica.

Como se usa aqui con respecto a los individuos, “alelos mutantes” se
refieren a los alelos variantes que estdn asociados con un estado de
enfermedad.

El término “templete” se refiere a cualquier molécula de acido nucléico
que se puede usar para amplificar {a invencién. El RNA o ADN que no es
naturaimente de doble cadena se puede convertir en ADN de doble cadena
para ser usado como templete de ADN. Cualquier ADN de doble cadena o
preparacién que contiene moléculas de ADN muiltiples de doble cadena
diferente se pueden usar como templete de ADN para amplificar el sito o
sitios de interés contenidos en el templete de ADN.

El templete de ADN se puede obtener de cualquier fuente incluyendo,
pero sin limitarse a humanos, no-humanos, mamiferos, reptiles, ganado,
gatos, perros, cabras, cerdos, marranos, micos, simios, gorilas, toros, vacas,
0sos, cabellos, ovejas, aves, ratones, ratas, peces, delfines, ballenas y
tiburones.

El templete de ADN puede ser de cualquier muesira apropiada
incluyendo pero sin limitarse a muestras de tejido que contienen écido
nucléico, fluido corporal (por ejemplo, sangre, suero, plasma, saliva, orina,
l&grimas, fluido peritoneal, fluido ascltico, secrecion vaginal, fluido linfético,
fluido cerebroespinal o secrecidn mucosa), sangre del cordén umbilical,
vellocidades coridnicas, fluido amniético, un embrién, un embrién, embrién
bicelular, embrién de cuatro celulas, un embrién de ocho células, un embrién
de 16 células, un embrién 32 células, un embridn de 64 células, un embrién
de 128 células, un embridén de 256 células, un embrién de 512 células, un
embrién de 1024 células, tejidos embrionarios, fluido linfatico, fluido
cerebroespinal, secrecién mucosa, U ofra transpiracion corporal, materia
fecal, una ceélula individual o extracto de dichas fuentes que contienen édcido
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nucléico de las mismas, y estructuras sub-celulares como mitocondria,
usando protocolos bien establecidos en la técnica.

En una realizacién, el templete de ADN se puede obtener de una
muesira de una hembra embarazada. En otra realizacién, el témplete de
ADN se puede obtener de un embrion. En una realizacion preferida, el
templete de ADN se puede obtener de un embrién unicelular.

En una realizacién, el templete de ADN es ADN fetal. El ADN fetal se
puede obtener de fuentes que incluyen, sin limitarse a sangre matema,
suero matemo, plasma matermo, células fetales, sangre del cordén umbilical,
villi cronidnico, fluido amnidtico, células o tejidos.

En otra realizacion, el inhibidor de lisis de célula se agrega a la
muestra incluyendo, pero sin limitarse, a formaldehido, derivados de
formaidehido, formalina, glutaraldehido, derivados de glutaraldehldo,
reticuladores, reticuladores reactivos de amina primaria, reficuladores
reactivos de sulfihidrilo, adicion de sulthidrio o reduccién de sulthidrilo,
reticuladores reactivos de carbohidratos, reticuladores reactivos de carboxilo,
reticuladores fotoreactivos, reticuladores fragmeniables, AEDP, APG,
BASED, BM(PEO),, BM(PEO), BMP, BMDB, BMH, BMOE, BS3,
BSOCOES, DFDNB, DMA, DMP, DMS, DPDPB, DSG, DSP, DSS, DST,
DTBP, DTME, DTSSP, EGS, HBVS, sulfo-BSOCOES, Sulfo-DST o Sulfo-
EGS. En ofra realizacién, se pueden agregar a la muestra dos, tres, cuatro,
cinco o més de cinco inhibidores de lisis de célula.

En otra realizacién, el templete de ADN contiene ADN matemo y ADN
fetal, En una realizacidén preferida, el templete de ADN es obtenido de la
sangre de una hembra embarazada. La sangre es recolactada usando
cualiquier técnica estdndar de recoleccién de sangre, incluyendo pero sin
limitarse a venipuntura. Por ejampio, la sangre puede ser sacada de una
vena de adentro del codo y de |a parte posterior de la mano. Las muestras
de sangre se pueden recolectar de una hembra embarazada en cualquier
tiempo durante la gestacién fetal. Por ejemplo, las muestras de sangre se
pueden recolectar de mujeres a las 1-4, 4-8, 8-12, 12-16, 16-20, 20-24, 24-
28, 28-32, 32-36, 3640, o 40-44 semanas de gestacion fetal, y
preferiblemente entre las 8-28 semanas de gestacion fetal.
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La muestra de sangre es centrifugada para separar el piasma de las
células matemas. El plasma y las fracciones de células matermas son
transferidos para separar los tubos y re-centrifugarios. La fraccién de plasma
contiene ADN fetal libre de células y ADN matemo. Cualquier técnica
estandar de aislamiento de ADN se puede usar para aislar el ADN fetal y el
ADN matermo, incluyendo sin limitarse a QlAamp ADN Biood Midi Kit
suministrado por QIAGEN (Nimero de catdlogo 51183).

En una realizacién preferida, la sangre puede ser recolectada en un
aparato que contiene un quemador de magnesio que incluye, sin limitarse a
EDTA, y es almacenado a 4°C. Opcionalmente, se puede agregar un
quelador de calcio que incluye, sin limitarse a EGTA.

En otra realizacién, se adiciona un inhibidor de lisis de célula a la
sangre matema incluyendo, sin limitarse a formaidehido, derivados de
formaldehido, formalina, glutaraldehido, derivados de giutaraidehido,
reticuladores reactivos de amina primaria, reficuladores reactivos de
suffihidrilo, adicién de sulthidrilo o reduccién de sulfhidrlo, reticuladores
reactivos de carbohidratos, reticuladores reactivos de carboxilo, reticuladores
fotoreactivos, reticuladores fragmentables, AEDP, APG, BASED, BM(PEQ)s,
BM(PEQ),, BMP, BMDB, BMH, BMOE, BS3, BSOCOES, DFDNB, DMA,
DMP, DMS, DPDPB, DSG, DSP, DSS, DST, DTBP, DTME, DTSSP, EGS,
HBVS, sulfo-BSOCOES, Sulfo-DST o Sulfo-EGS.

En ofra realizacion, el tempiete de ADN se obtiene del plasma o suero
de ia sangre de una hembra embarazada. El porcentaje de ADN fetal en el
plasma matemno estd entre 0.39-11.9% (Pert/, and Bianchi, Obstetrics and
Gynecology 98. 483-490 (2001)). La mayoria del ADN en la muestra de
plasma es matemno, [0 que hace dificil usar el ADN para genctipar al feto. Sin
embargo, los métodos que aumentan el porcentaje de ADN fetal en el
plasma matemo permiten determinar la sacuencia del ADN fetal, y permiten
la deteccién de desérdenes genéticos incluyendo mutaciones, inserciones,
eliminaciones y anormalidades cromosdmicas. La adicion de los inhibidores
de lisis de céiuila a la muestra de sangre matema puede aumentar el
porcentaje relativo dei ADN fetal. Aunque la lisis de las células materna y
fetal se inhibe, la gran mayoria de las células son matemas, reduciendo de
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esta forma la lisis de las células maternas, hay un relativo incremento en el
porcentaje de ADN fetal libre. Ver Ejempio 4.

En otra realizacién, se puede usar cualquier método, protocolo o
equipo para recolectar sangre que reduce la cantidad de lisis de celula,
incluyendo pero sin limitarse a una agujs macho grande, una aguja de
longitud mas corta, un recubrimiento de aguja que aumenta el flujo laminar,
e.g., tefion, una modificacién del bisel de la aguja para aumentar el fiujo
laminar, o técnicas que reducen la velocidad del flujo de sangre.
Probablemente las células fetales son desiruidas en la sangre matera por el
sistema inmune de la madre. Sin embargo, es probable que una gran
porcién de la lisis de célula matemma se encuentre como resultado de la
recoleccién de sangre. De esta forma, los métodos que evitan o reducen la
lisis de célula reducirdn la cantidad que ADN matemo en la muestra, e
incrementarsdn el porcentaje relativo de ADN fetal libre.

En oftra realizacion, se puede usar un agente que preserva la
integridad estructural de las células para reducir la cantidad de lisis de
célula.

En ofra realizacion, se pueden agregar a la muestra de sangre
agentes que previenen Ila destruccion del ADN, incluyendo pero sin limitarse
a inhibidor de ADNasa, cloruro de zinc, &cido etilendiamintetraaceético,
guanidina-HCIl, guanidina isotiocianato, N-lauroilsarcosina, y Na-
dodecilsuifato.

En otra realizacién, el ADN fetal es obtenido de una célula fetal, en
donde dicha célula fetal se puede aislar de fuentes que incluyen, sin limitarse
a sangre matemna, sangre del corddn umbilical, vellocidad croniénico, fluido
amnidtico, tejidos embrionarios .y mucosa obtenida del cerviz o vagina de la
madre.

En una realizacién preferida, las células fetales son aisladas de la
sangre matemna periférica. Se puede usar un anticuerpo especifico para las
células fetales para purificar las céluias fetales del suero matemo (Mueller et
al., Lancet 336: 197-200 (1990); Ganshirt-Ahlert et al., Am. J. Obstst.
Gynecol. 166: 1350-1355 (19982)). También se pueden usar técnicas de
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citometria de flujc para enriquecer las células fetales (Herzenberg et al.,
PNAS 76: 1453-1455 (1979); Bianchi et al., PNAS 87: 3279-3283 (1990);
Bruch et al., Prenatal Diagnosis 11: 787-798 (1991)). La patente U.S. No.
5,432,054 también describe una técnica para la separacion de gldbuflgs rojos
nucleados fetales, usando un tubo que tiene un exiremo ancho y dn fondo
engosto capilar hecho de polietileno. La centrifugacién usando un programa
de velocidad variable produce un amontonamiento de los gidbulos lﬂﬁ/ s en el
capilar con base en la densidad de las moléculas. La fraccién de densidad
que contiene giébulos rojos de baja densidad, incluyendo glébulos rojos
fetales, es recuperada y iuego hemolizada diferenciaimente para destruir
preferencialimente las glébulos rojos matemos. Se usa un gradiente de
densidad en un medio hiperténico para separar los glébulos rojos, ahora
enriquecidos en gldbulos rojos fetales, de los linfocitos y de los glébulos tojos
matermos rotos. El uso de una solucién hipertdnica reduce los giébulos
rojos, que aumentan su densidad, y facilitan la purificacion de los linfocitos
mas densos. Después que las células fetales han sido aisladas, el ADN fetal
se puede purificar usando técnicas esténdar de la técnica.

El &cido nucléico que seré analizado puede ser un acido nucléico e.g.,
genémico, pldsmido, cosmido, cromosomas artificiales de levadura, ADN
artificial o hecho por el hombre, incluyendo secuencias de ADN unicas, y
también ADN que ha sido transcrito en reversa de una muestra de RNA, tal
como cADN. La secuencia de RNA se puede determinar segun la invencion
si es capaz de ser preparada en forma de ADN de doble cadena para ser
usada como templete de ADN.

Los términos “plantilla” y “plantilia oligonucledtida® son intercambiables
cuando se usan para discutir un oligonucleétido que se recoce a un templete
Y que se puede usar para preparar la sintesis de una copia de ese templete.

ADN “amplificado” es ADN que ha sido “copiado” una o mdltiples
veces, e.g., mediante la reaccién en cadena de polimerasa. Cuando una
gran cantidad de ADN esta disponible para ensayo, de forma que un nimero
suficiente de copias de los sitios de interés ya estdn presentes en la muestra
a ser ensayada, puede no ser necesario "amplificar” el ADN del sitio de
interés en un numero par de copias replicadas. Mejor, el simple “copiado”
del templete de ADN una vez, usando un juego de piantillas apropiado, que
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puede contener estructuras de gancho que permiten que los sitios de
reconocimiento de la enzima de restriccién sean de doble cadena, puede ser
suficiente.

*Copia" como en "ADN copiado® se refiere a ADN que ha sido copiado
una vez, o ADN que ha sido amplificado en més de una copia.

En una realizacién, el dcido nuciéico es amplificado directamente en
la muestra original que contiene la fuente de acido nucléico. No es esencial
que el dcido nucléico sea extraldo, purificado o aislado; solo debe ser
proveido en una forma que sea capaz de ser amplificado. La hibridacién del
templete de &cido nucléico con plentilla, antes de la amplificacién no se
requiere. Por ejempio, la amplificacion se puede llevar a cabo en una célula
o lisato de muestra usando protocolos estédndar bien conocidos en la técnica.
El ADN que esté en un soporte s6lido, en una preparacion bioldgica fija, o de
otra forma en una composicién que contiene sustancias sin ADN, y que se
puede amplificar sin ser primero exiraida del scporte sélido o de la
preparacion fija 0 de Ias sustancias sin ADN en la composicién, se pueden
usar directamente sin purificacién adicional, siempre que el ADN se pueda
recocer con plantilas adecuadas y se pueda copiar, especiaimente
amplificar, y los productos copiados o amplificados pueden ser recuperados
y usados como se describe aqul.

En una realizacién preferida, el dcido nucléico es extraldo, purificado
o0 aislado de materiales de acido no nucléico que estin en la muestra original
usando métodos conocidos en |a técnica, antes de la amplificacion.

En ofra realizacion, el acido nucléico es extraldo, purificado o aislado
de la muestra original que contiene la fuente de acido nucléico y antes de la
amplificacion, el dcido nucléico es fragmentado usando cualquier niimero de
métodos conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a digestion
enzimédtica, cortado manual y sonicacién. Por ejemplo, el ADN puede ser
digerido con una o més enzimas de restriccion que tienen un sitio de
reconocimiento, y especialmente un sitio de reconocimiento de par de base
ocho o base seis, que no esta presente en los sitios de interés. Tipicamente,
el ADN puede ser fragmentado en cualquier longitud deseada, incluyendo
longitudes de pares de base 50, 100, 250, 500, 1,000, 5,000, 10,000, 50,000
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y 100,000. En otra realizacion, el ADN es fragmentado a una longitud
promedio de aproximadamente 1000 a 2000 pares de base. Sin embargo,
no es necesario que el ADN esté fragmentado.

Los fragmentos de ADN que contienen los sitios de interés se pueden
purificar del ADN fragmentado antes de la amplificacién. Dichos fragmentos
pueden ser purificados usando plantillas que se usaran en la amplificacion
(ver "Disefio de la Plantilla® en la seccién siguiente) como ganchos para
recobrar los sitios de interés, con base en la habilidad de dichas plantillas
para recocerse a los sitios de interés. En una realizacién preferida, se usan
plantillas de marcador modificado, tales como e.g., plantillas biotintiladas.

La especificidad de la reaccién de amplificacion se puede mejorar
mediante la purificacién de los fragmentos de ADN que contienen los sitios
de interés. Esto minimizard la amplificacién de regiones no especificas del
templete de ADN. La purificacién de los fragmentos de ADN también puede
pemitir multiples PCR (Reacciones en cadena de polimerasa) o
amplificacion de multiples sitios de interés con especificidad mejorada.

Los sitios de interés a ser secuenciados se pueden saleccionar con
base en la sola secuencia. En loa humanos se han descrito més de 1.42
millones de polimorfismos de nue}aétido simple (SNPs) (Nature 409: 928-933
(2001); The SNP Consortium LTD). En promedio, hay un SNP cada 1.9 kb
de genoma humano. Sin ambarg\o. lajdistancia entre los sitios de interés no
necesita ser considerada cuando se seleccionen los sitios de interés a ser
secuenciados segun la invencién. Si més de un sitio de interés en ADN
gendmico estd siendo analizado, los sitios de interés seleccionados pueden
estar en el mismo cromosoma o en diferentes cromosomas.

En una realizacién preferida, los sitios de interés seleccionados
pueden estar agrupados en una region particular de un cromosoma. Los
sitios multiples de intends pueden estar localizados en una regién de ADN tal
que incluso con cualquier ruptura o fragmentacion de ADN, los sitios
multiples de interés permanecen enlazados. Por ejemplo, si el ADN es
obtenido y se rompe por fuerzas naturales en fragmentos de 5 kb, los sitios
mulltiples de interés se pueden seleccionar dentro de las regiones de 5 kb.
Esto permite que cada fragmento, como se midié por los sitios de interés
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dentro del fragmento, sirva como una unidad experimental, y reducird
cualquier ruido experimental posible, al comparar los sitios de interés en
cromosomas miuiltiples.

Los sitios de interés en un cromosoma pueden estar a cualquier
distancia entre si, incluyendo pero sin limitarse a pares de 10-50, 50-100,
100-150, 150-200, 200-250, 250-500, 500-750, 750-1000, 1000-1500, 1500-
2000, 2000-2500, 2500-3000, 3000-3500, 3500-4000, 4000-4500, 4500-
5000, 5000-10,000 y mas de 10,000 bases.

En una realizacién preferida, la longitud de secuencia que es
ampliada es preferiblemente diferente para cada sitio de interés de forma
que los sitios de interés puedan ser separados por tamaiio.

De hecho, es una veniaja de la invencidn que no se tengan que
utilizar piantillas que copian una secuencia de gen entera. Meijor, 8l sitio de
interés copiado es preferiblemente solo una pequeiia parte del gen total o
una pequefia parte de una regién no codificada de ADN. No hay ventaja de
secuenciar el gen completo y esto puede aumentar el costo y demorar
resultados. El secuenciamiento de solo las bases desecadas o sitios de
interés maximiza la eficiencia total del método porque permite determinar la
secuencia del médximo numero de sitios de interés mas rdpidamente y con
costo minimo.

Debido a la gran cantidad de secuencias que se pueden analizar
juntas, el método de la invencién es especiaimente posible para la deteccién
a gran escala de un nimero de sitios de interds.

Usando el método de la invencion se puede analizar y procesar
cualquier nimero de sitios de interés, especialmente al mismo tiempo. La(s)
muestra(s) se pueden analizar para detarminar la secuencia en un sitio de
interés o en multiples sitios de interés al mismo tiempo. Los sitios de interés
pueden estar presentes en un cromosoma simple 0 en mittiples
cromosomas.

Altemativamente, se pueden analizar 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10-20, 20-
25, 25-30, 30-35, 3540, 40-45, 45-50, 50-100, 100-250, 250-500, 500-1,000,
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1,000-2,000, 2,000-3,000, 3,000-5,000, 5,000-10,000, 10,000-50,000 o0 més
de 50,000 sitios de interés al mismo tiempo cuando se desea una deteccion
genética global. Dicha deteccién genética global puede ser deseada cuando
se usa el método de la invencién para proveer una huella (fingerprint)
genética para identificar un individuo o para genotipar el SNP.

El sitio de interés que sera copiado puede estar dentro de una
secuencia de codificacién ¢ fuera de una secuencia de codificacion.
Preferiblements, uno o més sitios de interés a ser copiados estdn denfro de
un gen. En una realizacién preferida, el templete de ADN que serd copiado
es un sitio o sitios de interés que estan dentro de una secuencia de
codificacién genoémica, ya sea intrén o exén. En una realizacién altamente
preferida, las secuencias de ADN exdn son copiadas. Los sitios de interés
pueden ser sitios en donde se conoce que las mutaciones causan
enfermedades o predisponen a un estado de enfermedad. Alternativaments,
los sitios de interés que serdn copiados pueden estar fuera de |la secuencia
de codificacién, por ejemplo, en una regién regulatoria transcripcional, y
especialmente una secuencia promotora, mejoradora o represora.

Método para determinar la Secuencia de un Sitio de interés

Se puede usar cualquier método que provea informacion sobre la
secuencia de un &acido nucléico, incluyendo pero sin limitarse a PCR
especifica de alelo, PCR, espectrometria de masas, hibridacién de
espectrometria de masas MALDI-TOF, extension de la plantilla, deteccién de
fluorescencia, transferencia de energia de resonancia con fluorescencia
(FRET), polarizacién de fluorescencia, secuenciamiehto de ADN,
secuenciamiento dideoxi de Sanger, geles de secuenciamiento de ADN,
electroforésis capilar sobre en méquina de secuenciamiento de ADN
automatizada. Electroforesis de microcanal, microformacion, mancha del
punto sur, manchas en canal, manchas punteadas y amplificacién de acido
nucléico de plantilla lineal simple, como se describe en la Patente U.S. No.
6,251,639.

El método preferido para determinar la secuencia se ha descrito
previamente en la Solicitud U.S. No. 10/093,618, radicada el 11 de Marzo de
2002, incorporada a aste en su totalidad como referencia.
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1. Disefio de la Plantilla

Se pueden usar secuencias publicadas, incluyendo secuencias de
consenso, para disefiar o seleccionar las plantilas para uso en la
amplificacion del templete de ADN. La seleccion de secuencias a ser
usadas para la construccion de plantilias que flanquean un sitio de interés,
se puede hacer mediante el examen de la secuencia del sitio de interés, o
inmediatamente después de este. La secuencia publicada recientemente del
genoma humano provee una fuente de informacion utii de secuencia de
consenso a partir de la cual se disefian plantillas para flanquear un sitio de
interés deseado de un gen humano.

*Flanguear” un sitio de interés significa que las secuencias de las
plantillas son tales que al menos una porcién de la region 3' de una plantilla
es compiementaria en la direccién contrana de la cadena del templete de
ADN, y del sitio del sitio de interés (plantila delantera), y al menos una
porcion de la regidn 3' de la otra plantilla es complementaria a la direccion de
la cadena del templete de ADN y aguas abajo del sitio de interés (piantilla
reversa). Un "par de plantilla® significa un par de plantillas delanteras o
reversas. Ambas plantillas de un par plantilla se recocen de manera que
permiten la extensién de las plantillas, de forma que la extensién produce un
templete de ADN amplificado en la regién del sitio de interés.

Las plantillas se pueden preparar mediante una variedad de métodos
que incluyen sin limitarse a la clonacién de secuencias eapropiadas y sintesis
quimica directa usando métodos bien conocidos en la técnica (Narang ef &/,
Methods Enzymol. 68:90 (1979); Brown et al., Methods Enzymol. 68:109
(1979)). Las plantillas también se pueden obtener de fuentes comerciales
tales como Operon Technologies, Amersham Pharmacia Biotech, Sigma y
Life Technologies. Las plantillas pueden tener una temperatura de fusiéon
idéntica. Las longitudes de las plantillas se pueden extender o acortar en el
exiremo 5' ¢ en el extremo 3' para producir plantillas con temperaturas de
fusién deseadas. En una realizacién preferida, una de las plantillas del par
plantilla es més larga que la otra plantilla. En una realizacién preferida, las
longitudes de recocido de 3' de las plantillas, deniro de un par plantilla, son
diferentes. Ademds, la posicién de recocido de cada par plantilla se puede
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disenar de forma que la secuencia y la longitud de los pares plantilla
produzcan la temperatura de fusién deseada. La ecuacion mas sencilla para
determinar |la temperatura de fusién de las plantillas mas pequeiias de pares
de base 25 es la Regla de Wallace (Td = 2(A+T) +4(G+C)). También se
pueden usar programas de computadora para disefiar plantillas, incluyendo
pero sin limitarse al Array Designer Sofitware (Arrayit Inc.), Oligonucleotide
Probe Sequence Design Software for Genetic Analysis (Olympus Optical
Co.), NetPrimer y ADNsis de Hitachi Scftware Engineering. La ™
(temperatura de fusién o de recocido) de cada plantilla se calcula usando
programas de software tales como Net Primer {programa basado en web
libre en hitp:/premierbiosoft com/netprimer/netpriaunch/netpriaunch.htmi;
direccién de Intemet a partir del 17 de Abril de 2002).

En otra realizacion, la temperatura de recocido de las plantillas se
puede recalcular e incrementar en cualquier ciclo de amplificacion,
incluyendo pero sin limitarse al ciclo 1, 2, 3, 4, 5, ciclos 6-10, ciclos 10-15,
ciclos 15-20, ciclos 20-25, ciclos 25-30, ciclos 30-35 o ciclos 35-40. Después
del los ciclos iniciales de amplificacion, la mitad 5' de las plantillas es
incorporada a los productos de cada sitio de interés, de esta forma la TM se
puede recalcular con base tanto en las secuencias de la mitad 5' como en la
mitad 3' de cada plantilla.

Por ejemplo, en la FIG. 1B, el primer ciclo de amplificacion se realiza
a aproximadamente la temperatura de recocido de la region 3', que se
recoce al templete de ADN de la segunda plantilla (regién “c”), que as de 13
bases. Después del primer ciclo, la temperatura de recocido puede aumentar
a TM2, que es aproximadamente la temperatura de fusiéon de la region 3',
que se recoce al templete de ADN de la primera plantilia, que se describe
como regién “b". La segunda piantilla no se puede ligar al templete de ADN
original porque solo se recoce a 13 bases en el templete de ADN original, y
TM2 esta cerca de la temperatura de fusién de aproximadamente 20 bases,
que es la regién de recocido de 3’ de la primera plantilla (FIG. 1C). Sin
embargo, la primera plantilla se puede ligar al ADN que fue copiado en el
primer ciclo de la reaccién. En el tercer ciclo, la temperatura de recocido
sube a TM3, que estd cerca de |la temperatura de fusidén de la secuencia
entera de la segunda plantilla, que se describe como regiones “‘c’ y “d”. El
templete de ADN producido en el segundo ciclo de PCR contiene ambas



regiones “¢" y ‘d", y por lo tanto, la segunda plantilla se puede recocer y
extender a TM3 (FIG. 1D). Los ciclos restantes son llevados a cabo a TM3.
La secuencia entera de |a primera plantilla (a + b') se recoce al templete del
tercer ciclo de PCR, y se extiende (FIG. 1E). El aumento en la temperatura
de recocido disminuird el ligamiento no especifico, y aumentard la
especificidad de la reaccidn, que es especiaimente il si se amplia un sitio
de interés del ADN gendmico humano, que es de aproximadamente 3 x 10°
pares de base se longitud.

Como se usa aqul, el término “cerca de" con relacibn a las
temperaturas de recocido se usa para abarcar temperaturas dentro de 10
grados centigrados de las temperaturas declaradas.

En una realizacién, un par plantilla se usa para cada sitio de interés.
Sin embargo, se pueden usar miltiples pares plantilla para cada sitio de
interés.

En una realizacién, las plantillas son disefladas de forma que una o
ambas plantillas del par plantilla contienen secuencia en la regién 5' de uno
o mas endonucleasas de restriccién (enzima de reaccién).

Como se usa aqui, con relacién a la posicidn en la cual las enzimas
de restricciéon digieren el ADN, la “direccién” de la cadena es la cadena,
leyendo de 5' a 3' en la direccién en la cual se corta la enzima de restriccién.

Por ejemplo, BsmF | reconoce las siguientes secuencias:

5 GGGAGC(N)10o3' (SEC IDNo:1) 5 (N)JGTCCC 3' (SEC ID No: 2)
3' CCCTG(N)14 5 3' (N)1oCAGGG §

La direccién de la cadena es la cadena que contiene la secuencia
“ GGAC" porque se lee 5' a 3' en la direccién en que la enzima de
restriccién se corta.

Como se usa aqui, con relacién a la posicion en la cual las enzimas
de restriccion digieren el ADN, la “direccién contraria” de la cadena, leyendo
de 3' a &', en la cual se coria la enzima de restriccién.
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En otra realizacién, una de las plantillas en el par plantilla estéd
diseflada de forma que contiene un sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccién para una enzima de restriccién que se a corta °n" nucledtidos del
sitioc de reconocimiento, y produce un extremo 3' suspendido y una
proyecciébn 5' que contiene el sitio de interés (referido aqui como una
“segunda plantilla®). "N es la distancia desde el sitio de reconocimiento al
sito de corte de la enzima de restriccién. En otras palabras, la segunda
plantila de un par plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una
enzima de restriccion que no corta el ADN en el sitio de reconocimiento sino
a "n” nucledtidos del sitio de reconocimiento. Por ejemplo, si la secuencia de
reconocimiento es para la enzima de restriccién BeeA |, la enzima cortaré a
diez (10) nuecleédtidos del punto de reconocimiento de la direccion de la
cadena, y a doce (12) nucleétidos del sitio de reconocimiento de direccién
contraria de la cadena.

La regién 3' y preferiblemente, la mitad 3' de las plantilas esté
diseflada para recocerse a una secuencia que flanquea los sitios de interés
(FIG. 1A). La segunda plantilla se puede recocer a cualquier distancia del
sitio de interés siempre y cuando la digestién con la enzima de restriccion
que reconoce el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion de la
primera plantilla genere una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés.
Las proyecciones 5' pueden ser de cuaiquier tamaro, incluyendo pero sin
limitarse a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 més de 14 bases
desde el sitio de interas o en el sitio de interes.

En una realizacién preferida, la segunda piantilla esta diseflada para
recocerse mds cerca del sitio de interés que la otra plantilla del par plantilla
(Ia otra plantilla referida aqul como la "primera plantilla®). La segunda plantilla
puede ser una plantilla delantera o reversa, y la primera plantilla puede ser
una plantilla reversa o delantera, respectivaments. Si la primera o segunda
plantilla es plantilla adelantada o reversa se puede determinar mediante el
disefio que proveerad mejores resultados de sacuenciamiento.

Por ejemplo, la plantilla que se recoce mas cerca del sitio de interés
pude contener un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BsmF
I, que corta a diez (10) nucleétidos del sitio de reconocimiento en la direccién
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de la cadena, y a catorce (14) nucledtidos del sitio de reconocimiento en la
direccién contraria de la cadena. En este caso, ia plantila puede ser
diseflada de forma que el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion
estd a 13 bases, 12 bases, 10 bases 0 11 bases del sitio de interés. Si el
gsitio de reconocimiento esté a 13 bases del sitio de interés, la digestién con
BsmF | generard una proyeccion & (RXXX), en donde el sitio de interés (R)
es el primer nuciedtido en la proyeccién (leyendo 3' a §5'), y X es cualquier
nucledtido. Si el sitic de reconocimiento esté a 12 bases del sitio de interés,
la digestién con BsmF | generard una proyeccion § (XRXX), en donde el
sitio de interés (R) estd en el segundo nucledtido en la proyeccion (leyendo
de 3'a ).

Si ol sitio de reconocimiento estd a 11 bases del sitio de interds, la
digestion con BsmF | generard una proyeccion 5' (XXRX), en donde el sitio
de interés (R) esta en el tercer nucledtido en la proyeccion (leyendo de 3' a
5'). La distancia entre el sitic de reconocimiento de la enzima de restriccion
y el sitio de interés se debe diseflar de forma que la digestién con la enzima
de restriccién genere una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés. La
distancia efactiva enire el sitio de reconocimiento y el sitio de interés variard
dependiendo de la eleccién de la enzima de restriccion.

En otra realizacién, la plantilla que se recoce més cerca del sitio de
interés, con relacién a la ofra plantila, se puede disefSer de forma que la
enzima de restriccién que genera la proyeccion 5', que contiene el sitio de
interés, se vea en la misma secuencia del sito de corte, independiente del
nucledtido en el punto del sitio de interés. Por ejemplo, si la plantilla que se
rerecoce mds cerca del sitio de interés es diseflada para que el sitio de
reconocimciento de la enzima de restriccion BsmF | {(5' GGGAC 3') esté a
trece bases del sitio de interds, la enzima de restriccibn cortard en la
direccién contraria de la cadena a una base del sitio de interés. El
nucledtido en el sitio de interés estd adyacente al sitio de corte, y puede
variar de molécula de ADN a molécula de ADN. Si se desea que los
nucledtidos adyacentes al sitio de corte sean idénticos, la plantilla puede ser
diseriada de forma que el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccidn
para BsmF | esté a doce bases del punto del sitio de interés. La digestion
con BsmF | generard una proyeccién 5', en donde el punto del sitio de
interés estd en la segunda posicién de la proyeccién (leyendo 3' a 5') y yano
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ests adyacente al sitio de corte. El disefio de la plantilla de forma que el sitio
de reconocimiento de la enzima de restriccion estd a doce (12) bases del
sitio de interés permite que los nucledtidos adyacentes en el sitio de corte
sean los mismos, independiente del nucledtido en el sitio de interés.
Ademas, las plantilas que han sido disefladas de forma que el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién BsmF |, esté a once (11) o diez
(10) bases del sitio de interés permitird que los nuclettidos adyacentes al
sitio de corte sean los mismos, independiente del nucledtido en el sitio de
interés. Se pueden usar estrategias similares de disefio de la plantilla con
otras enzimas de restriccion para que los nucledtidos adyacentes al sitio de
corte sean iguales, independientes del nuclestido en los sitios de interés.

El extremo 3' de la primera plantila (ya sea delantera o reversa) se
puede disefiar para que Se recosa a la distancia escogida en el sitio de
interés. Preferiblemente, por ejemplo, esta distancia estd entre 10-25, 25-
50, 50-75, 75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-350, 350-400,
400-450, 450-500, 500-550, 550-600, 600-650, 650-700, 700-750, 750-800,
800-850, 850-900, 500-950, 950-1000 y a més de 1000 bases del sitio de
interés. Los sitios de recocido de las primeras plantillas son escogidos de
forma que cada plantilla sucesiva aguas arriba esté més y més lejos de su
respectiva plantilla aguas abajo.

Por ejemplo, si en un sitio de interés 1, los extremos 3’ de la primera y
segunda plantillas estan a Z bases, entonces en el sitio de interés 2, los
extremos 3' de las plantillas aguas amriba y aguas abajo estdn a Z+K bases,
en donde K = 1, 2, 3, 4, 510, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
80, 80-90, 80-100, 100-200, 200-300, 300-400, 400-500, 500-600, 600-700,
700-800, B00-900, 900-1000, o més de 1000 bases (FIG 2). El propdsito de
hacer las plantillas mas y més lejos de sus respectivas segundas plantillas
es que los producios de PCR de todos los sitios de interés sean de diferente
tamafio, y se puedan separar, e.g., en un gel de secuenciamiento. Esto
permite la multiplexién mediante la recoleccién de ios productos de PCR en

pasos posteriores.

En una realizacién, la regién 5' de la primera y segunda plantilla
puede tener un sitio de reconocimiento para cualquier tipc de enzima de
restriccién. En una realizacién preferida, la regién 5' de la primera y/o
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segunda plantilla tiene al menos un sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccién que es diferente del sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion que se usa para generar la proyeccidn 5', que contiene el sitio de
interés.

En una realizacién, la region 5' de la primera plantilla puede tener un
sitio de reconocimiento para cualquier tipo de enzima de restriccion. En una
realizacién preferida, la primera plantila tiene al menos un sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccidn que es diferente del sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion en la segunda plantilla. En otra
realizacion preferida, la primera plantilla se recoce mas lejos del sitio de
interés que la segunda plantilla.

En una realizacion preferida, la segunda plantilla contiene una
secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién para una enzima de
restriccion Typo IS, que incluye pero sin limitarse a BcA | y BamF |, que
produce una proyeccién 5’ de dos bases y una proyeccién 5' de cuatro bases
respectivamente. Se prefieren las enzimas de restriccién que son de Tipo
lIS porgque ellas reconocen secuencias base asimétricas (no palindromicas
como las enzimas Tipo 1IS ortodox). Las enzimas de restriccion Tipo IS
clivan el ADN en una posicién especificada que estd afuera del sitio de
reconocimiento, tipicamente hasta 20 pares de base fuera del sitio de
reconcocimiento.

Estas propiedades hacen que las enzimas de restriccion Tipo IS, y
los sitios de reconocimiento de estas, sean especificamente Utiles en el
método de la invencién. Preferiblemente, las enzimas de restriccion Tipo IIS
usadas en este método dejan una proyeccion 5’ y un 3' suspendido.

Se conoce una amplia variedad de enzimas de restriccién Tipo IS y
tales enzimas han sido aisladas de bacterias, fago, arqueabacteria y virus de
algas eucaridticas y estdn disponibles comerciaimente (Promega, Madison
WI; New England Biolabs, Beverly, MA; Szybalski W. et al., Gene 100:13-26,
1891). Ejemplos de enzimas de restriccién Tipo IS que serian Utiles en el
meétodo de la invencién incluyen, sin limitarse a las listadas en la Tabla 1.

62



49

[ Enzime-Fuente Sitio de Reconocimiento | Proveedor
fMiragmentacion
Aw | ~ Acinelodacier ol GGATC{4/5) NE Blolabe
Alw 28 1 - Acinslobacler iwoflf GTCIC(1/5) Promega
 Bbe | — Baciius jaterosporus GAAGAC(2/9) NE Blolabs
Bbv [ - Baciius brevis GCAGC(8/12) NE Biclabs
BoeA | — Bacillus cersus 1315 IACGGC{12/14) NE Biclabs
"Bmr | — Baclius megaterium CTGGG{5M4) NE Biolabs
Bea | — Baclius Stearothermophius 6-56 GGTCTC(1/5) NE Biolabs
Bet71 I — Bacilus Stearcthermophiks 71 GCAGC(8/12) Promega
BamAT- Baciius Stearothermophius AS84 GTCTC(/5) NE Biolabs
 BamB 1- Baclius Stearcthermophiius B81 CGTCTC(VS) NE Biolabs
[ BsmF 1- Bacius Stearothermophiks F GGGAC[10/14) NE Biolabs
BepM | - Baciius species M ACCTGC(4/8) NE Biolabs
Ear [ - Enterobacler asrogenes CTCTTC(1/4) NE Biolabs
Fau | ~ Havobaclerium aguatie CCCGC{48) NE Biolabs
Fok [~ Favobacienium okeonokoiios GGATG{W13) NE Diolabs
Hga | — Haemophius gefinarum GACGC{10) NE Biolabs
[ Ple | — Pssudomonas lemoignei GAGTC{4/5) NE Blolabs
Sap |~ Saccharopolyspora species GCTCTTC{1M4) NE Biolabs
STaN | — Stroplococcus faecals ND547 | GCATC(5M) NE Biclabs
[ Sth 132 T Streplococcus thermophikis STI32 | CCCG(4/8) No hay proveedor
comercial  (Gen
195:201-206
(1887))

En una realizacion, un par plantilla tiene secuencia en la regién 5' de

cada una de las plantillas que provee un sitio de reconocimiento de enzima

de restriccién que es Unico para una enzima de restriccién.

En otra realizacién, un par plantilla tiene secuencia en la regién 5' de

cada una de las plantillas que provee un sitio de restriccién que es
reconocido por més de una enzima de restriccién, y especiaimente por més
una enzima de restriccién de Tipo IIS. Por ejemplo, ciertas secuencias de
consenso pueden ser reconocidas por mas de una enzima. Por ejemplo,
Bsgl, Eco571 y Bpml, todas reconocen el consenso (G/C)TGnAG y se clivan
a 16 en la direccién contraria a la cadena, y a 14 en la direccién de la
cadena. Una plantilla que provee dicha secuercia de consenso produciria
un producto que tiene un sitio que puede ser reconocido por cualquiera de
las enzimas de restriccién Bsgl, Eco571 y Bpml.
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Otras enzimas de restriccién que cortan el ADN a una distancia del
sitio de reconocimiento, y producen un extremo suspendido 3' y una
proyeccion §' incluyen las enzimas de restriccion Tipo IIS.

Por ejemplo, la enzima de restriccion EcoP15l reconoce la secuencia
5'CAGCAG 3 y se cliva 25 bases aguas abajo en la direccién de la cadena y
27 bases en la direccién contraria de |a cadena. Sera adicionalmente
apreciado por la persona de conocimiento comun en la técnica, que nuevas
enzimas de restriccién sean descubiertas y faciimente adaptables para uso
en el objeto de Ia invencion.

En otra realizacién, la segunda piantilla puede contener una porcién
de la secuencia de reconocimiento para una enzima de restriccién, en donde
el sitio completo de reconocimiento para la enzima de restricciéon se genera
al momento de la amplificacion del templete de ADN de forma que la
digestién con la enzima de restriccién genera una proyeccion 5' que contiene
el sitio de interéds. Por ejemplo, el sitio de reconocimiento para BsmF | es §'
GGGACNy!3 (SEC ID No: 1). La regién 3', que se recoce al templete de
ADN, de |la segunda plantilla puede terminar con los nucledtidos “GCG”, que
no tienen que ser complementarios con el templete de ADN. Si la regién de
recocido de 3' estd a cerca de 10-20 bases, incluso si las Ultimas tres bases
no se recocen, la plantilla se extendera y generara un sitio BsmF 1.

Segunda plantilla: 5 GGAAATTCCATGATGCGTGGG — (SEC ID No: 3)
Templete de ADN: 3 GGAAATTCCATGATGCCTN:,N2Ns,AC 3' (SEC ID
No:4)

La segunda plantilla se puede disef\ar para recocerse al templete de
ADN, en donde las siguientes dos bases del templete de ADN son timidina y
puanina, de forma que una adenosina y citosina son incorporadas en la
plantila formando un sitio de reconocimiento para BsmF |, 5 GGGACN '3’
(SEC ID No: 1). La segunda plantilla se puede disefiar para recocerse de
forma que la digestién con BsmF 1 genere una proysccion 5' que contiene el
sitio de interés.

En otra realizacién, la seg'unda plantilla puede contener un sitio de
reconocimiento entero o total para una enzima de restriccién, o una porcién
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de un sitio de reconocimiento, que genera un sitio de reconocimiento total a
la replicacién dependiente de la plantilla, del templete de ADN, de forma que
la digesatién con una enzima de restriccién corta en el sitio de restriccion y
genera una proyeccion 5 que contiene el sitio de interés. Por ejemplo, la
enzima de restriccion Bsaj | se liga a los siguientes sitios de reconocimiento:
5' C!CNiNzGG 3'. La segunda plantilla se puede disefiar de forma que la
regién 3', que se recoce al templete de ADN de [a plantilla termina con “CC”,
el SNP de interés esta representado por "N;", y la secuencia templete aguas
abaijo del SNP es "N.GG".

Segunda plantila: 5' GGAAATTCCATGATGCGTACC— (SEC ID No: 5)
Templete de ADN: 3 CCTTTAAGGTACTACGCATGGN:N;CC §' (SEC ID No:28)
5' GGAAATTCCATGATGCCTACCN;,N2,GG 3' (SEC ID No: 8)

Después de la digestion con Bsal |, se generaria una proyeccién 5' de
la siguiente secuencia:
5C 3
3 GGNiN.CC &'

Si el nucledtido guanina no es reportado en el sitio de interés, el
extremo 3' suspendido se puede lienar con citosina no marcada, que es
complementaria al primer nucieétido en la proyeccién. Después de remover
el exceso de citosina, se pueden usar ddNTPs para llenar el siguiente
nucledtido, N, que representa al sitio de interés. Se pueden usar ofras
enzimas de restriccién que incluyen sin limitarse a BssK | (5' \CCNGG ¥
(SEC ID No: 7), Dde | (5 C'TNAG 3'), EcoN | (5 CCTNN!NNNAGG 3'),
FrudH | (5' GC!NGC 3'), Hinf | (5' G'ANTC 3'), PfiF | (5 GACN!NNGTC 3).

No es necesario que la regién 3', que se recoce al templete de ADN,
de la segunda plantilia sea 100% complementaric al templete de ADN. Por
ejemplo, los \limos 1, 2, 0 3 nucledtidos del exiremo 3' de la segunda
plantila puede no estar conjugado con el templete de ADN. La region de la
plantilla que se recoce al templete de ADN apuntard a la plantilla, y dejaré
que la plantilla se extienda. Incluso si los dos Gltimos nucledtidos no son
complementarios al templete de ADN, |a plantilla se extenderd y generaré un
sitioc de reconocimiento de enzima de resfriccion. Por ejemplo, los dos
nucledtidos en la segunda plantilla son "CC". La segunda plantilla se recoce
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al templete de ADN y permite la extensién incluso si "CC" no es
complementario al nucledtido Na y Nb del templete de ADN.

Segunda plantilla: 5 GGAAATTCCATGATGCGTACC— (SEC ID No: 5)
Templete de ADN: 3' CCTTTAAGGTACTACGCATN,Ny,Ny,N;,CC 5 (SEC ID
No:29)

Después de la digestién con Bsal |, se generaria una proyeccién 5' de
la siguiente secuencia:
5C 3
¥ GGNNCC &'

Si el nuclebtido guanina no es reportado en el sitio de interés, la
proyeccién §' se puede llenar con citosina no marcada. El exceso de citosina
se puede enjuagar, y llenar con ddNTPs marcados. El primer nucleétido
incorporado (N1') corresponde al sitio de interés. Si se reporta guanina en el
sitio de interés, los sitios de interés se pueden llenar con citosina no
marcada y se puede detectar un nucledtido aguas abajo de los sitios de
interés. Por ejemplo, asumir que N; es adenina.

Si el sitio de interés es guanina, se puede usar citosina no marcada
para la reaccién de llenado. Después de remover |a citosina, se puede usar
una reaccién de llenado con timidina marcada. La timidina marcada seré
incorporada solo si el sitio de interés es guanina. De este modo, la
secuencia del sitio de interés se puede determinar mediante la deteccién de
un nucledtido aguas abajo del sitio de interés.

En otra realizacién, la primera y segunda plantilla contienen una
porcién de una secuencia de reconocimiento para una enzima de restriceion,
en donde el sitio de reconocimiento total para la enzima de restriccién se
genera a la amplificacidn del templete de ADN, de forma que la digestion con
la enzima de restriccién genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de
interés. El sitio de reconocimiento de cualquier enzima de restriccidn que
contiene uno o méds nucledtidos variables se puede generar con las enzimas
de restriccidn que incluyen, pero sin limitarse a las enzimas de restriccion
BssK | (5’ !CCNGG 3', Dde | (5' C'TNAG 3'), Econ | (5 CCTNNJNNNAGG 3'
(SEC ID No: 7), FnudH | (58 GC!NGC 3'), Hinf | (5' GIANTC 3'), PiIF | (5'



53

GACN'NNGTC 3'), Sau96 (5' GIGNCC 3'), ScrF 1 (5' CC!INGG 3'), y Tth1 111
(5' GACN'NNGTC 3").

En una realizacién preferida, las regiones 3' de la primera y segunda
plantilla contienen la secuencia parcial para una enzima de restriccién, en
donde |a secuencia parcial contiene 1, 2, 3, 4 0 mds de 4 disparidades con el
templete de ADN; estas disparidades crean el sitio de reconocimiento de la
enzima de resfriccién. El nimero de disparidades que se pueden tolerar en
el extremo 3’ depende de ia longitud de la plantilla. Por ejemplo, si el sitio de
interés esta representado por Ny, se puede disefiar una primera plantilia que
sea complementaria al templete de ADN, descrito més adelante como regidn
“a". La region 3' de la primera plantila termina con "CC", que no es
complementaria al templete de ADN. La segunda plantilla esté disefiada
para ser complementaria al templete de ADN, que estd descrito mas
adelante como regién “b". La regién 3' de la segunda plantilla termina con
*CC’, que no es complementaria al templete de ADN.

Primera Plantilla 5 a GCC—
Templete de ADN 3 _a AANN,,TT b &
5 - a_ TTN;,N2,AA_b 3

+ CC 5'segunda plantilla

bl

Después de una ronda de amplificacién se generarian los siguientes
productos:

5_a CCNiN2AA_ D 3

5 _b CCNN,AA_a 3

En el ciclo dos, las plantillas se pueden recocer a los templetes que se
generaron en el primer ciclo de PCR:

§__a_CCNiNAA_ DL 3
—~CC_b ¥
—~CC_a ¥

5_b CCNNAA_a 3

6T
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Después del ciclo dos de PCR, se generaria los siguientes productos:

5 a CCNiN.GG_b 3

3 a GGNiN.,CC_b _¥

El sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion para BsaJ | es
generado, y después de [a digestion con BsalJ |, se crea una proyeccién 5'
que contiene el sitio de interds. El sitio de interés se puede detectar como
se describe detalladamente a continuacién.

En otra realizacion, un par plantila tiene secusncia en la regién 5 de
cada uno de las plantillas que provee dos o mds sitos de restricciéon que son
reconocidos por dos 0 més enzimas de restriccion.

En una realizacion mas preferida, el par plantilla tiene diferentes sitios
de reconocimiento de enzima de restriccién en ia regién 5', especiaimente en
los extremos &', de forma que se requiere una enzima de restriccion
diferente para segmentar cualquier secuencia indeseada. Por ejemplo, la
primera plantila para el sitio de interés “A” puede contener secuencia
reconocida por una enzima de restriccion “X°, que puede ser cualquier tipo
de enzima de restriccion, y |a sagunda plantilla para el sitio de interés "A",
que se rerecoce mas cerca al sitio de interds, puede contener secuencia
para una enzima de restriccidn “Y", que es una enzima de restriccion Tipo IS
que se corta a “n" nucledtidos y deja una proyeccién 5' y un exiremo 3'
suspendido. La proyeccion 5 contiene el sitio de interés. Después del
ligamiento del ADN amplificado a los agujeros recubiertos de estreptavidina,
se puede digerir con la enzima “Y~, luego llenar con nucleétidos marcados y
enjuagar, y luego digerir con la enzima de restriccién "X, que liberara el
fragmento de ADN que contiene el sitio de interés de la matriz sélida. El sitio
de interés se puede analizar mediante la deteccion del nucleStidc marcado
que fue “jlenado” en el sitio de interéds, e.g., el sitioc SNP.

En ofra realizacion, las segundas plantillas para los diferentes sitios
de interés que serdn amplificados segun la invencidn, contienen secuencia
de reconocimiento en las regiones 5' para la misma enzima de restriccién y
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asimismo, todos las primeras pantillas también contienen el mismo sitio de
reconocimiento de enzima de restricciéon, que es una enzima diferente de la
enzima que reconococe a las segundas plantillas.

En otra realizacién, las segundas plantillas para los muiitiples sitios de
interés que serén amplificados segun la invencién, contienen secuencias de
reconocimiento de enzima de restriccibn en las regiones 5' para las
diferentes enzimas de reconocimiento.

En otra realizacién, las primeras plantillas para ios muiltiples sitios de
interés que serdn amplificados segtmn fa invencidn, contienen secuencias de
reconocimiento de enzima de restriccibn en las regiones 5' para las
diferentes enzimas de reconocimiento. Las secuencias de enzima de
restriccion multiples proveen una oportunidad para influenciar el orden en el
cual los sitios de interés recolectados son liberados del soporte sélido. Por
ejemplo, si 50 sitios de interds son amplificados, las primeras plantillas
pueden tener un marcador al final del extremo 5' para ayudar a la
purificacién, y un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion, y las
segundas plantillas pueden contener un sitio de reconocimiento para una
enzima de restriccion Tipo IIS. Por ejemplo, varias de las primeras plantillas
pueden contener un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para
EcoR |, las otras primeras plantillas pueden tener un sitio de reconocimiento
para Pst |, y ain ofras primeras plantillas pueden tener un sitio de
reconocimiento para BamH |. Después de la amplificacién, los sitios de
interés se pueden enlazar a un soporte sdlido con la ayuda de un marcador
en las primeras plantillas. Llevando a cabo ia restriccion, se digiere una
enzima de restriccién a la vez, y se pueden liberar seriaimente los sitios de
interés amplificados. Si la primera digestién se realiza con EcoR, los sitios
de interés amplificados con las primeras plantilias que contienen los sitios de
reconocimiento para ECoR | serdn liberados, y recolectados mientas que los
otros sitios de interés permanecen enlazados al soporte sdlido. Los sitios de
interés amplificados se pueden liberar selectivamente del soporte sdlido
mediante la digestién con una enzima de restriccién a la vez. El uso de
diferentes sitios de enzima de restriccién en las primeras plantillas permite
que un gran numero de sitios de interés sea amplificado en un tubo de
reaccidn simple.
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En una realizacion preferida, cualquier regién 5' del sitio de digestién
de la enzima de restriccién de cada plantilia se puede modificar con un grupo
funcional que provee la manipulacién, procesamiento, identificacién y/o
purificacion del fragmento. Ejemplos de dichos grupos funcionales, ©
marcadores, incluyen sin limitarse a biotina, derivados de bioting,
carbohidratos, haptenos, colorantes, moléculas radiactivas, anticuerpos, y
fragmentos de anticuerpos, péptidos y moléculas inmunogénicas.

En otra realizacién, el templete de ADN puede ser replicado una vez,
sin ser amplificado més de una vuelta simple de replicacién. Esto es util
cuando hay una gran cantidad de ADN disponible para analisis, porque un
gran numero de copias de los sitios de interés ya estédn presentes en la
muestra, y no se necesitan copias adicionales. En esta realizacion, Las
plantilias son disefiadas preferiblemente para que contengan una estructura
de “gancho” en la regién 5', de foorma que la secuencia se doble y se cosa a
una secuencia interna a si misma de una forma complementaria. Cuando el
templete de ADN esta replicado solo una vez, la secuencia de ADN que
comprende el sitio de reconocimiento seria de cadena simple si no es para la
estructura de “gancho’. Sin embargo, en presencia de la estructura de
gancho, esa region es efectivamente de doble cadena, proveyendo de esta
forma un sustrato de doble cadena para la actividad mediante las enzimas
de restriccién.

En la medida en que las condiciones de reaccién sean compatibles,
todos los pares plantillas para analizar un sitio o sitios de interés de ADN se
pueden mezclar para usar en el método de la invencién. En una realizacién
preferida, todos los pares plantillas estén mezciados con el templete de ADN
en un recipiente de reaccién simple. Tal recipiente de reaccioén puede ser,
por ejemplo, un tubo de reaccidn, o un agujero de una placa microtituladora.

Altemativamente, para evitar la competencia de los nucleétidos y para
minimizar que la plantilla se dimerice y dificulte las temperaturas de recocido
de las plantillas, cada sitio de interés o pequefios grupos de sitios de interés
se puede amplificar en tubos o agujeros de reaccion separados, y los
productos se pueden recolectar posteriormente si se desea. Por ejemplo,
las reacciones separadas se pueden recolectar en un recipiente de reaccién
simple antes de la digestién con la enzima de restriccibn que genera una
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proyeccion 5', que contiene el sitio de interés o el sitic SNP, y un extremo 3’
suspendido. Preferiblemente, Las plantilas de cada par de plantilla se
proveen en cantidades equimolares. Ademds, especialmente preferido,
cada uno de los diferentes pares de plantilla se provean en cantidades
equimolares relaltivas a los otros pares que se estan usando.

En otra realizacion, se pueden usar combinaciones de pares plantilla
que permiten la amplificacion eficiente de sus respectivos sitios de interés
(ver e.g., FIG. 2). Dichas combinaciones se pueden determinar antes de
usarias en el método de la invencién. Se pueden usar placas multi-agujero y
méquinas de PCR para seleccionar los pares piantila que trabajan
eficientemente con otro. Por ejemplo, |as méquinas de PCR de gradiente, tal
como la méquina de PCR de gradiente Eppendorf Mastercycler®, se puede
usar para seleccionar la temperatura de recocido Optima para cada par
plantila. Los pares plantilla que tienen propiedades similares se pueden
usar juntos en un tubo de reaccion simple.

En otra realizacién, se puede usar un contenedor de muestras
muiltiples que incluye, pero sin limitarse, a una placa de 96 agujeros o mas,
para amplificar un sitio de interés simple con los mismos pares de plantillas,
de muestras de templete de ADN con condiciones de PCR dptimas para ese
sitio de interds. Alternativamente, se puede usar un contenedor de muestras
miltiples separado para la amplificacién de cada sitio de interés, y los
productos de cada muestra de templete de ADN se pueden recolectar
posteriormente. Por ejemplo, un gen A de 96 muestras diferentes de ADN
se puede amplificar en placa microtituladora 1, un gen B de 96 muestras
diferentes de ADN se puede amplificar en placa microtituladora 2, etc., y ios
productos de amplificacién se pueden luego recolectar.

El resultado de la amplificacién de los sitios de interés multiples es
una preperacion que contiene productos PCR representativos que tiene la
secuencia de cada sitio de interés. Por ejemplo, si el ADN de solo un
individuo se usa como templete de ADN, y si cientos de sitios de interés
relacionados con enfermedad son amplificados del templete de ADN, el ADN
amplificado seria una mezcla de pequefios productos de PCR de cada uno
de los sitios de interéds. Dicha preparacidn podria ser analizada
adicionalmente en ese momento para determinar la secuencia de cada sitio
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de interés 0 solo en algunos sitios de interés. Adicionalmente, la
preparacion podria aimacenarse de forma que el ADN se conserve y pueda
ser analizado después. La informacién contenida en el ADN amplificado se
puede revelar mediante cualquier método adecuado incluyendo, pero sin
limitarse a la deteccion de fluorescencia, secuenciamiento, electroforesis en
gel y espectrometria de masas (ver "Deteccién del Nucledtido Incorporado®
en la siguiente seccion).

. Amplificacién de [os sitios de interés

El templete de ADN se puede amplificar usando un método adecuado
conocido en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a PCR (Reaccién en
cadena de polimerasa), 3SR (reaccién de secuencia auto-sostenida), LCR
(reaccion en cadena de ligasa), RACE-PCR {(amplificacion répida de los
extiremos cADN), PLCR (una combinacién de reaccion en cadena de
polimerasa y reaccion en cadena de ligasa), amplificacion de fago Q-beta
(Shah et al., J. Medical Micro. 33:1435-41 (1995)), SDA (amplificacién de
desplazamiento de cadena), SOE-PCR (empalme de superposicién por
extension de PCR) y similares. Estos métodos se pueden usar para disefiar
variaciones de la plantifla liberable mediada de la reaccién de amplificacién
ciclica descrita explicitamente en esta solicitud. En la realizacién mas
preferida, el templete de ADN es amplificado usando PCR (PCR: A Practical
Approach, M.J. McPherson, et al., IRL Press (1991); PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications, Innis, et al., Academia Press (1990); y PCR
technology: Principals and Applications of ADN Amplification, H.A. Erich,
Stockton Press (1989)). La PCR también estd descrita en numerosas
patentes U.S., incluyendo Pat. U.S. Nos. 4,683,195; 4,683,202; 4,800,1589;
4965,188; 4,889,818, 5,075216; 5,079,352, 5,104,792, 5,023171;
5,001,310 y 5,066,584.

Los componentes de una reaccién de PCR tipica incluyen, pero no se
limitan a tempilete de ADN, plantillas, un buffer de reaccién (dependiente de
la seleccién de polimerasa), dNTPs (dATP, dTTP, dGTP y dCPT) y una
polimerasa de ADN. Se pueden diseflar y preparar plantilas de PCR
adecuados como se discutid6 anteriormente (ver “Disefio de la Plantilla®
seccién anterior). Brevemente, ia reaccion se calienta a 95°C por 2 min.,
para separar las cadenas del templete de ADN, la reaccién es enfriada a una
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temperatura apropiada (determinada mediante el céiculo de la temperatura
de recocido de las plantillas disefiadas) que permita a las plantiilas recocerse
al templete de ADN, y es calentada a 72°C por dos minutos para permitir la
extension.

En una realizacién preferida, la temperatura de recocido es
incrementada en cada uno de los tres ciclos de amplificacién para reducir la
amplificacién no especifica. Ver también Ejemplo 1 siguiente. La TM1 del
primer ciclo de PCR esté cerca de la temperatura de fusién de la regién 3' de
la segunda piantilla que se recoce al templete de ADN. La temperatura de
recocido puede aumentar en los ciclos 2-10, preferiblemente en el ciclo 2, a
TM2, que estd cerca de la temperatura de fusién de la regidn 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantila. Si la temperatura de
recocido aumenta en el ciclo 2, la temperaturh de recocido permanece
aproximadamente igual hasta al siguiente incremente de la temperatura de
recocido. Finalmente, en cualquier ciclo subsiguiente al cicio en el que la
temperatura de recocido aumentd a TM2, preferiblemente el ciclo 3, la
temperatura de recocido aumenta a TM3, que esta cerca de la temperatura
de fusién de la segunda plantiia entero. Después del tercer cicio, la
temperatura de recocido de los ciclos reatantes puede estar cerca de TM3 o
puede aumentar adicionaimente. En este ejemplo, la temperatura de
recocido se incremente en los ciclos 2 y 3. Sin embargo, la temperatura de
recocido puede aumentar desde una temperatura de recocido baja en el
ciclo 1, a una temperatura de recocido alta en el ciclo 2, sin ningin aumento
adicional de temperatura, o la temperatura de recocido puede cambiar
progresivamente de una temperatura de recocido baja a una temperatura de
recocido alta en cualquier nimero de pasos incrementales. Por ejemplo, la
temperatura de recocido se puede cambiar en los ciclos 2, 3, 4, 5, 6, etc.

Después del recocido, la temperatura en cada ciclo aumenta en una
temperatura de “extension’ que permite que las plantillas se "extiendan® y
luego, después de la extensién, la temperatura de cada ciclo aumenta a la
temperatura de desnaturalizacién. Para (o8 productos de PCR de pares de
menos de 500 bases de tamafio se puede eliminar el paso de exiensién de
cada ciclo y solo tener los pascs de desnaturalizaciéon y recocido. Una
reaccion de PCR tipica consiste en la desnaturalizacion, recocido y
extensién de 25-45 cicios, como se describi® anteriormente. Sin embargo,
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como se noté anteriormente, un ciclo de extensién (una copia) puede ser
suficiente para practicar la invencidn.

En ofra realizacion, se pueden usar juegos miltiples de pares en
donde un juego de pares comprende una plantilla delantera y una plantilla
reversa, para amplificar el templete de ADN para 1-5, 5-10, 10-15, 15-20, o
mas de 20 ciclos, y luego el producto amplificado es amplificado
adicionalmente en una reacciébn con un juego de plantila simple o un
subconjunto de miuiltipies juegos de plantillas. En una realizacion preferida,
se usa una concentracion baja de cada juego de plantilla para minimizar la
formacion de dimerizacion de la plantilla. Una baja concentracion de ADN
de partida se puede amplificar usando multiples juegos de plantilas. Se
puede usar cualquier numero de juegos de plantilla en la primera reaccién de
amplificacién, incluyendo pero sin limitarse a 1-10, 10-20, 20-30, 3040, 40-
50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, S0-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-
300, 300-350, 350-400, 400-450, 450-500, 500-1000 y mas de 1000. En ofra
realizacién, el producto amplificado es amplificado adicionalmente con un
subconjunto de los pares de plantillas multiples, incluyendo pero sin limitarse
a 2-10, 10-20, 20-30, 3040, 40-50, 50-60, 680-70, 70-80, 80-80, 90-100, 100~
150, 150-200, 200-250 y mas de 250.

Los juegos de plantilla multiples amplificardn los sitios de interés, de
forma que una cantidad minima de templete de ADN no esté limitando el
nimero de sitios de interés que se pueden detectar. Por ejemplo, si el
templete de ADN as aislado de una célula simple, o el templete de ADN se
obtiene de una hembra embarazada, que contiene tanto templete de ADN
matemo como templete de ADN fetal, se pueden usar bajas concentraciones
de cada juego de plantilla en una primera reaccién de amplificacion para
amplificar los sitios de interés. La baja concentracion de plantillas reduce la
formacién de dimerizacion de la plantilla y aumenta la probabilidad que las
plantillas se cosan al templete de ADN y permitan que la polimerasa se
extienda. El nimero &ptimo de cicios realizados con los juegos de plantilias
mditiples se determina por medio de la concentracién de las plantillas.
Siguiendo la primera reaccién de amplificacién, se pueden agregar plantillas
adicionales para amplificar adicionaimente los sitios de interés. Las
cantidades adicionales de cada juego de plantila se pueden agregar y
amplificar adicionaimente en una reaccién simple. Altemativamente, el
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producto amplificado se puede ampilificar adicionalmente usando un juego de
plantilla simple en cada reaccién, 0 un subconjunto de los juegos de
plantillas muiltiples. Por ejemplo, si se usaran 150 juegos de plantillas en la
primera reaccion de amplificacién, se pueden usar subconjuntos de 10
juegos de plantillas para amplificar adicionalmente el producto de la primera
reaccion.

Se puede usar cualquier polimerasa de ADN que cataliza la extension
de la plantilla que incluye pero sin limitarse a ADN polimerasa E. coli,
fragmento Klenow de ADN polimerasa | E. coli, ADN polimerasa T7, ADN
polimerasa T4, polimerasa Taq, ADN polimerasa ADN Pfu, ADN polimerasa
Vent, bacteriofago 29, ADN polimerasa Genomic REDTaq™ o secuenasa.
Preferiblemente, se usa una ADN polimerasa termoestable. También se
puede realizar una PCR de “inicio caliente”, en donde la reaccion es
calentada a 95°C por dos minutos antes de la adicién de la polimerasa, o la
polimerasa puede mantenerse inactiva hasta el primer paso de
calentamiento del ciclo 1. La PCR de “inicio caliente” se puede usar para
minimizar la amplificacién no especifica. Se puede usar cualquier nimero
de ciclos de PCR para amplificar el ADN, que incluye pero sin limitarse a 2,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o 45 ciclos. En una realizaci6n més preferida, el
nimero de ciclos de PCR se realiza de forma que se produzcan cantidades
equimolares de cada $itio de interés.

ll. Purificacion del ADN amplificado

La purificacién del ADN amplificado no es necesaria para practicar la
invencién. Sin embargo, en una realizacién, si se prefiere la purificacién, el
extremo 5' de la plantilla (primera o segunda plantilla) puede ser purificado
con un marcador que facilita que facilita la purificacién de los productos de
PCR. En una realizacién preferida, |a primera plantilla es modificada con un
marcador que facilita la purificacién de loa productos de PCR. La
modificacién es preferiblemente la misma para todas las plantillas, aunque

se pueden usar diferentes modificaciones si 3@ desea separar los productos

de PCR en grupos diferentes.

El marcador puede ser un radioisétopo, molécula informadora
fluorescente, molécula informadora quimiluminescenie, anticuerpo,
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fragmento de anticuerpo, hapteno, biotina, derivado de biotina, fotobiotina,
iminobiotina, digoxigenina, avidina, enzima, acridinio, azlcar, enzima,
apoenzima, oligonuciedtido homopolimérico, hormona, mitad ferromagnética,
mitad paramagnética, mitad diamagnética, mitad fosforescente, mitad
luminescente, mitad electroquimiluminescente, mitad cromatica, mitad que
tiene una resonancia detectable de giro de electron, capacitancia eléctrica,
constante dieléctrica o conductividad elécirica o combinaciones de estos

Como un ejemplo, los extremos 5' de las plantillas pueden estar
bictintilados (Kandpal et al, Nucleic Acids Res. 18:1789-1795 (1990),
Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1981), Green 6! al., Nucleic Acids
Res. 18:6163-6164 (1990)). La biotina provee un marcador de afinidad que
se puede usar para purificar el ADN copiado del ADN gendmico o de
cuaiquiera otras moléculas de ADN que no son de interés. Las moléculas
biotintladas se pueden purificar usando una mairiz recubierta de
esfreptavidina como se muestra en la FIG. 1F, que incluye pero sin limitarse,
a placas Streptawell transparentes de Alto Enlace, de Roche Molecular
Biochemicals (Wimero de catdlogo 1 645 6982, como se lista en Roche
Molecular Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001).

E!l producto de PCR de cada sitio de interés se coloca en agujeros
separados de una placa recubierta de estreptavidina. Altemnativamentse, los
productos de PCR de los sitios de interés se pueden recolectar y colocar en
una matriz recubierta de esterptavidina, que incluye pero sin limitarse a
placas Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Molecular
Biochemicals (nUmero de catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche
Molecular Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001).

El! ADN amplificado también se puede separar del templete de ADN
usando métodos de no afinidad conocidos en la técnica, por ejemplo,
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida usando protocolos estdncdar.

IV. Disefio del ADN ampiificado
El ADN amplificado se puede digerir con una enzima de restriccion

que reconoce una secuencia que se ha proveldo en la primera o segunda
plantilla, usando protocolos estéindar conocidos en |a técnica (FIGS. 6A-6D).
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Las digestiones de la enzima de restriccion se realizan usando protocolos
estdndar bien conocidos en la técnica. La enzima usada depende del sitio
de reconocimiento de restriccibn generado con ia primera o segunda
plantilla. Ver seccion “Diseifio de |a Plantilla® anterior, para |os detalles de los
sitios de reconocimiento de restriccion generados en las plantillas.

Las enzimas de restriccion Tipo (IS son extremadamente tiles porque
ellas se cortan a aproximadamente 10-20 pares base fuera del sitio de
reconocimiento. Preferiblemente, las enzimas de restfriccion Tipo IS son las
que generan una proyeccion 5' y un extremo 3' suspendido, incluyendo pero
sin limitarse a BceA | y BsmF | (ver e,g,. Tabla 1). En una realizacién méas
preferida, la segunda plantila (ya sea delentera o reversa) contiene una
secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién para BsmF | o0 BeeA |.
La enzima de restriccion Tipo IS BsmF | reconoce la secuencia de &cido
nucléico GGGAC, y se corta a 14 nucledtidos del sitio de reconocimiento en
la direccién contraria de ila cadena y a 10 nucledtidos del sitio de
reconocimiento en la direccion de la cadena. La digestibn con BsmF |
genera una proyeccion 5' de cuatro (4) bases.

Por ejemplo, si ia segunda plantilla esté diseflada para que, después
de la amplificacion, el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion
asté a 13 bases del sitio de interés, luego después de Ia digestion, el sitio de
interés esta en la primera base en la proyeccion 5' (leyendo de 3' a §'), y el
extremo 3’ suspendido estd a una base del sitio de interés. El extremo 3’
suspendido se puede llenar con un nuciedtido que es complementario al sitio
de interés. Una base de Ila proyeccién se puede lenar usando
dideoxinucledtidos, Sin embargo, se pueden lienar 1, 2, 3 0 4 bases de la
proyeccién usando deoxinucledtidos o una mezcla de dideoxinucledtidos y
deoxinuciedtidos.

La enzima de restriccién BsmF | corta el ADN a diez (10) nucledtidos
del sitio de reconocimiento en la direccién de la cadena, y catorce (14)
nucledtidos del sitio de reconocimiento en la direccidon contraria de la
cadena. Sin embargo, de una manera dependiente de la secuencia, la
enzima de restriccidn también corta a once (11) nucleétidos del punto de
reconcimiento en la direccion de la cadena, y a quince (15) nucledtidos del
sitio de reconocimiento en la direccion contraria de la cadena. Asl, existen
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dos poblaciones de moléculas de ADN después de la digestion: moléculas
de ADN cortadas a 10/14 y moléculas de ADN cortadas a 11/15. Si el sitio
de reconocimiento de BsmF | estA a 13 bases del sitio de interés en el
producto amplificado, entonces las moléculas de ADN cortadas en la
posicion 11/15 generardn una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés
en la segunda posicién de la proyeccion (leyendo de 3’ a §’). El extremo 3'
suspendido de las moléculas de ADN se pueds llenar con nucleétidos
marcados. Por ejemplo, si se usan dideoxinucieSlidos marcardos, el
extremo 3' suspendido de las moléculas cortadas a 11/15 seria llenado con
una base, que corresponde a la base del sitio de interés, y el extremo 3'
suspendido de las moiéculas cortadas a 10/14 serian lenados con una base,
que corresponde al sitio de interés. Las moléculas de ADN que han sido
cortadas en la posicién 10/14 y las moléculas de ADN que han sido cortadas
en la posicion 11/15 se pueden separar por tamafio, y se pueden detectar
los nucleétidos incorporados. Esto permite la deteccién del nucledtido antes
del sitio de interés, la deteccion del sitio de interés, y potenciaimente las tres
bases después del sitio de interés.

Alternativamente, si la base del sitio de interés y el sitio de interés son
nucleétidos diferentes, entonces el exiremo 3' suspendido de las molécuias
cortadas en 11/15 se puede llenar con deoxinucledtidko que es
complementario a la base aguas amriba. E! deoxinucleétido restante es
lavado, y el sitio del sitio de interés se puede llenar ya sea con
deoxinucledtidos marcados, deoxinucledtidos no marcados,
dideoxinucledtidos marcados, o dideoxinucleétidos no marcados. Después
de la reaccidn de llenado, el nucleétido se puede detectar mediante
cualquier método adecuado. De esta forma, después de la primera reaccion
de llenado con dNTP, el extremo 3’ suspendido de las moléculas cortadas a
10/14 y 11/15 es del sitio de interés. El extremo 3' suspendido ahora puede
ser llenado una base, que corresponde al sitic de interés, dos bases, ires
bases o cuatro bases.

La enzima de restriccion BeceA | reconoce la secuencia ACGGC de
Acido nuciéico y se corta a 12 (doce) nucledtidos del sitio de reconocimiento
en la direccion de la cadena, y a 15 (catorce) nucledtidos del sitio de
reconocimiento en la direccion contaria de la cadena. Si la distancia del sitio
de reconocimiento para BeeA | en la segunda plantilla esté disefiada para
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estar a trece (13) bases de! sitio de interés (ver FIGS. 4A~4D), la digestién
con BeeA | generaré una proyeccion 5' de dos bases, que contiene el sitio de
interés, y un extremo 3' suspendido que es del sitio de interés. El sitio de
interés es el primer nucleétido en la proyeccién 5' (leyendo de 3' a 5').

También se ve un corie altemnativo con la enzima de restricciéon BeeA
|, aungue a una frecuencia mucho menor que la observada con BsmF |. La
enzima de restriccidon BeeA puede cortar a trece (13) nucledtidos del sitio de
reconocimiento en la direccién de la cadena y a quince (15) nucledtidos del
sitio de reconocimiento en la direcciéon contraria de la cadena. De esta
forma, existen dos poblaciones de moléculas de ADN: moléculas de ADN
cortadas a 12/14 y moléculas de ADN cortadas a 13/15. Si el sitio de
reconacimiento de la enzima de restriccién estd a 13 bases del sitio de
interés en el producto amplificado, las moléculas de ADN cortadas en la
posicién 13/15 producen una proyeccion ' que contiene el sitio de interés en
la segunda posicidn de la proyeccidn (leyendo de 3' a §'). Se pueden usar
dideoxinucleétidos marcardos para llenar el extremo 3’ suspendido de las
moléculas de ADN. Las moléculas de ADN cortadas a 13/15 tendrén la base
del sitio de interés llenado, y el ADN de las moléculas cortadas a 12/14
serian tendrédn lleno el sitio del sitio de interés. Las moléculas de ADN
cortadas en 13/15 y las cortadas en 12/14 se pueden separar por tamado, y
se pueden detectar los nucledtidos incorporados. De esta forma, el corte
altemativo se puede usar para obtener la informacion de secuencia
adicional.

Alternativamente, si las dos bases en la proyeccién 5' son diferentes,
el extremo 3' suspendido de ias moléculas de ADN que fueron cortadas en
13/15 se puede llenar con deoxinucleétide complementario a la primera base
en la proyeccion, y el exceso de deoxinucledtido es lavado. Después del
llenado, el exiremo 3' suspendido de las moléculas de ADN que fueron
cortadas en 12/15 y las moléculas de ADN que fueron cortadas en 13/15 son
del sitio de interés. Los extremos 3' suspendidos se pueden llenar ya sea
con, dideoxinucledtidos marcados, dideoxinucleétidos no marcados,
deoxinucledtidos marcados o deoxinucleétidos no marcados.

Si las plantillas proveen diferentes sitios de restriccion para ciertos
sitios de interés que fueron copiados, se pueden agregar juntas todas las
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enzimas de restriccibn necesarias pama digerir el ADN copiado
simuitdneaments. Altemativamente, las diferentes digestiones de restriccién
se pueden hacer en secuencia, por ejemplo, usando una enzima de
restriccion a la vez, de forma que se digiera solo el producto gue es
especifico para esa enzima de restriccion.

Las condiciones éptimas de digestién de la enzima de restriccién que
incluyen pero no se limitan a concentracion de la enzima, temperatura,
condiciones del buffer y tiempo de digestién, se pueden optimizar para cada
enzima de restriccién. Por ejemplo, el corte altemativo observado con la
enzima de restriccién tipo 1IS BsmF | se puede reducir, si se desea,
realizando la digestién de la enzima de restriccién a temperaturas més bajas
que incluyen sin limitarse a 25-16°, 16-12°C, 12-8°C, 8-4°C o0 4-0°C.

V. Incorporacién de Nucledtidos Marcados

La digestién con la enzima de restriccion que reconoce la secuencia
en la segunda plantilla genera un extremo 3' suspendido y una proyeccién 5,
que contiene el sitio de interés (FIG. 1G). El extremo 3' se puede llenar
usando la proyeccién 5' como un templete en presencia de nucledtidos
marcados 0 no marcados 0 una combinacion de nucledtidos marcados y no
marcados. Los nucledtidos se pusden marcar con cualquier tipo de grupo o
mitad quimica que permite la deteccién, incluyendo pero sin limitarse a
moléculas radiactivas, moléculas fluorescentes, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, haptenos, carbohidratos, biotina, derivados de biotina, mitades
fosforescentes, mitades lumineacentes, mitades electroquimiluminescentes,
mitades cromdticas y mitades que tienen una resonancia detectable de giro
de elecirén, capacitancia eléctrica, constante dieléctrica 0 conductividad
eléctrica. Los nucleétidos se pueden marcar ¢con uno o mas de un tipo de
grupo o mitad quimica. Cada nucledtido se puede marcar con el mismo
grupo o0 mitad quimica. Altemativaments, cada nucledtido diferente se
puede marcar con un grupo o mitad quimica diferente. Los nucledtidos
marcados pueden ser dNTPs, ddNTPs, o una mezcla de ambos dNTPs y
ddNTPs. Los nucledtidos no marcados pueden ser dNTPs, ddNTPs, o una
mezcla de ambos dNTPs y ddNTPs.
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Se puede usar cualquier combinacién de nuclebtidos para incorporar
nucleftidos que incluyen sin limitarse a deoxinucledtidos no marcados,
deoxinucleétidos marcados, dideoxinucleétidos no marcados,
dodeoxinucledtidos marcados, una mezcia de deoxinuclettidos marcados y
no marcados, una mezcla de dideoxinucledtidos marcados y no marcados,
una mezcla de deoxinuclettidos marcados y dideoxinucledtidos no
marcados, una mezcla de deoxinucieétidos marcados y dideoxinucledtidos
no marcades, una mezcla de deoxinucledtidcs no marcados y
dideoxinuciedtidos no marcados, una mezcia de deoxinucledtides no
marcados y dideoxinucledétidos marcados, andlogos de dideoxinucledtidos,
andlogos de deoxinucledtidos, una mezcla de andlogos de
dideoxinucieétidos y andlogos de deoxinucleétidos, andlogos de nucleésido
fosforilado, 2'-deoxinucleétido-5'-trifosfato, y 2'-deoxinucledtido-5'-trifosfato
modificado.

Por ejemplo, como se muestra en el FIG. 1H, en presencia de una
polimerasa, el extremo 3' suspendido se puede llenar con ddNTP
fluorescants usando la proyeccion §' como templete. El ddNTP incorporado
se puede detectar usando cualquier método adecuado que incluye, pero sin
limitarse a la deteccién de fluorescencia.

Todos los cuatro nucledtidos pueden marcarse con diferentes grupos
fluoreacentes que permitirdn que una reaccidon se realice en presencia de
todos los cuatro nucleétidos marcados. Altemativamente, se pueden realizar
reacciones de "llenado” separadas para cada sitio de interés; cada una de
las cuatro reacciones contendra un nucleétido marcado diferente (e.g.,
ddATP*, ddTTP*, ddGTP* o ddCTP* en donde * indica un nucletido
marcado). Cada nuclebtido se puede marcar con grupos quimicos diferentes
0 grupos quimicos iguales. Los nuclebtidos marcados pueden ser
dideoxinucledtidos o deoxinuciedtidos.

En ofra realizacién, ios nucledtidos se pueden marcar con colorantes
fluorescentes que incluyen, pero sin limitarse a fluoresceina, pireno, 7-
metoxicumarina, Cascade Blue TM, Alexa Fiur 350, Alexa Flur 430, Alexa
Flur 488, Alexa Flur 532, Alexa Flurb46, Alexa Flur 588, Alexa Flur 584,
Alexa Flur 833, Alexa Flur 647, Alexa Flur 660, Alexa Flur 680, AMCA-X,
dialquilaminocumarina, Pacific Blue, Marine Blue, BODIPY FI-X, DTAF,
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Oregon Green 500, Dansyl-X, 6-FAM, Oregon Green 488, Oregon Green
514, Rhodamine Green-X, Rhodol Green, calceina, eosina, bromuro de
etidio, NBD, TET, 2', 4, 5, 7' tetrabromosulfonafluocresceina, BODIPY-R6EG,
BODIPY-F1 BR2, BODIPY 530/550, HEX, BODIPY 558/568, BODIPY-TMR-
X, PyMPO, BODIPY 564/570, TAMRA, BODIPY 576/589, Cy3, Rhodamine
Red-x, BODIPY 581/591, carboxiXrodamina, Texas Red-X, BODIPY-TR-X,
Cy5, SpectrumAqua, SpectrumGreen #1, SpectrumGreen #2,
SpectrumOrange, SpectrumRed o naftofluorescelna.

En otra realizacién, la reaccion de “enado” se puede realizar con
dNTPs marcados flucrescentemente, en donde los nucledtidos estan
marcados con grupos fluorescentes diferentes. Los nucledtidos
incorporados se pueden detectar mediante cualquier método adecuado que
incluye, pero sin limitarse a Transferencia de Energla de Resonancia con
Fluorescencia (FRET).

En otra realizacién, se puede usar una mezcla de ddNTPs marcados y
dNTPs no marcados para el lienado del extremo 3' suspendido del SNP o
sitio de interés. Preferiblements, Ia proyeccion 5' consiste en més de una
base incluyendo, pero sin limitarse a 2, 3, 4, 5, 6 o més de 6 bases. Por
ejemplo, si la proyeccién 5’ consiste en la secuencia “XGAA", en donde X es
el sitio de interés, e.g., SNP, entonces el llenado con una mezcla de de
ddNTPs marcados y dNTPs no marcados producird varios fragmentos de
ADN diferentes. Si un ddTNP es incorporado en la posicién "X, la reaccién
terminard, y se incorporard una base marcada simple. Sin embargo, si un
ddNTP no marcado es incorporado, la polimerasa continua incorporando
otras bases gasta que un ddTPS marcado sea incorporado. So los dos
primeros nucleétidos incorporados son dNTPs, y el tercero en un ddNTP, el
extremo 3' suspendido serd extendido en tres bases. Este fragmento de
ADN puede ser separado de los ofros fragmentos de ADN que fueron
extendidos en 1, 2 0 4 bases en tamafic. Una mezcla de ddNTPs marcados
y dNTPs no marcados permitird que todas las bases de la proyeccion sean
llenadas, y provee informacién adicional de secuencia acerca del sitio de
interés, e.g., SNP (ver FIGS. 7E y 9D).

Después de I[a incorporacién del nucledtido marcado, el ADN
amplificado puede ser digerido con una enzima de restriccién que reconoce
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la secuencia provelda por ia primera plantilla. Por ejemplo, en la FIG. 11, el
ADN amplificado es digerido con una enzima de restriccién que se liga a la
region "a", que libera el fragmento de ADN que contiene el nucledtido
incorporado de ia matriz de estreptavidina.

Alternativamente, una plantilla de cada par plantilla de cada sitio de
interés, se puede pegar a la matriz de soporte sélido que incluye, pero sin
limitarse a una placa microtituladora. Por ejemplo, se pueden usar placas
microtituladoras recubiertas con estreptavidina para la reaccion de
amplificacién con un par plantilla, en donde una plantilla estd biotintilada.
Primero las plantillas biotinittadas son enlazadas a l|as placas
microtituladoras de recubiertas de estreptavidina. Luego, ias placas se unen
con el recipiente de reaccién para la amplificacion del PCR del sitio de
interés. Después que la reacciéon de amplificacidbn estd completa, las
plantilias en exceso, sales y templete de ADN se pueden remover por
lavado. El ADN amplificado permanece pegado a la placa microtituladora.
El ADN amplificado puede ser digerido con una enzima de restriccion que
reconoce una secuencia en la segunda plantilla y genera una proyeccion &'
que contiene el sitio de interés. Los fragmentos digeridos pueden ser
removidos por lavado. Después de la digestién, el sitic SNP del sitio de
interéds estd expuesio en la proyeccién 5. El extremo 3' suspendido es
llenado con un nucledtido marcado que incluye, pero sin limitarse a ddNTP
fluorescente en presencia de una polimerasa. El ADN marcado se puede
liberar en el sobranadante de la placa microtituladora mediante la digeatién
con una enzima de restriccion que reconoce una secuencia en la region 5'
de la primera plantilla.

En ofra realizacion, se puede usar un nucleétido para determinar la
secuencia de muiltiples alelos de un gen. Se puede usar un nucledtido que
termina la reaccién de elongacién para determinar |a secuencia de alelos
miltiples de un gen. En un alelo, el nucledtido de terminacién es
complementario al sitic de interés en la proyeccion 5' de dicho alelo. El
nucledtido es incorporado y termina la reaccién. En un alelo diferente, el
nucleétido de terminacidn no es complementario al sitio de interés, que
permite que el nucleétido de no-terminacién sea incorporado en el sitio de
interés del alelo diferente. Sin embargo, el nucleétido de terminacidn es
complementario a un nucledtido aguas abajo del sitio de interés de la
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proyeccion 5' de dicho alelo diferente. La secuencia de |os alelos se puede
determinar mediante el andlisis de los modelos de incorporacién del
nucledtido de terminacién. El nucledtido de terminaciéon puede ser marcado
0 no marcado.

En otra realizacién, el nucleétido de terminacién es un nucleétido que
termina o dificulta la reaccién de elongacién que incluye, pero sin limitarse a
un dideoxinucledtido, un derivado de dideoxinucledtido, un andiogo de
dideoxinuclettido, un homdlogo de dideoxinucledtido, un dideoxinucleétido
con un grupo quimico axzure, un deoxinucledtido, un derivado de
deoxinucledtido, un homélogo de deoxinucledtido, un andlogo de
deoxinucledtido, un deoxinucledtido con un grupo quimico azufre,
arabinosida trifosfato, un andlogo de arabinosida frifosfato, un homélogo de
arabinosida trifosfato o un derivado de arabinosida trifosfato.

En otra realizacién, un nucledtido de terminacidn marcado con un
marcador de mitad de generacién de sefial que incluye, pero no se limita a
un colorante fluorescente, se puede usar para determinar la secuencia de los
alelos de un sitio de interés. El uso de un nucledtido simple marcado con un
marcador de mitad de generacién de sefial elimina cualquier dificultad que
pueda surgir usando mitades fluorescentes diferentes. Ademds, usando un
nucledtido marcado con un marcador de mitad de generacion de sefial para
determinar la secuencia de alelos de un sitio de interés, reduce el nimero de
reacciones, y elimina los errores de pipeteado.

Por ejemplo, si [a segunda plantilla contiene el sitio de reconocimiento
de .la enzima de restriccion para BsmF |, la digestion generara una
proyeccién 5' de 4 bases. La segunda plantilla se puede diseflar de forma
que el sitio de interés esté localizado en la primera posicion de la proyeccion.
A continuacion se describe una proyeccion representativa, en donde R
representa el sitio de interés:

5 CAC
3 GTG R T G G
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4
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Un nucledtido con un marcador de mitad de generacién de serial se
puede usar para determinar si el sitioc variable es homocigético o
heterocigético. Por ejemplo, si el sitio variable es adenina (A) o guanina (G),
entonces se puede usar, ya sea adenina o guanina para determinar la
secuencia de los alelos del sitio de interés, siempre y cuando haya una
adenina o guanina en la proyeccién en la posicién 2, 3 0 4.

Por ejemplo, si el nudleétido en la posicién 2 de la proyeccién es
timidina, que es complementaria a adenina, entonces se puede usar ddATP
marcada, dCTP no marcada, dGTP y dTTP para determinar la secuencia de
los alelos del sitio de interés. La ddATP se puede marcar con cualquier mitad
de generacion de sefial que incluye, pero sin limitarse a un colorante
fluorescente. Si el templete de ADN es homocigético para adenina,
entonces la ddATP* marcada serda incorporada en la posicién 1
complementaria a la proyeccion en los alelos, y no se vera incorporacion
nucledtida en la posicion 2, 3 0 4 complementaria a la proyeccion.

Alelo 1 5 CCC A*

3 GGG T T G G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC A*

3 GGG T T G G
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se verd una seial correspondiente a la incorporacion de la ddATP
marcada en |la posicién 1 complementaria a la proyecciéon, que indica que el
individuo es homocigético para adenina en esta posicién. Este método de
marcado elimina cualquier dificultad que pueda surgir al usar diferentes
colorantes que tienen diferentes coeficientes cuénticos.

Guanina homocigdtica

Alelo 1 5 CCC G A*
3 GGG C T G G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
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Alelo 2 5 CCC G A*
3 GGG C T G G
Posicién da la proyeccién 1 2 3 4

Se verd una sefial correspondiente a la incorporacion de la ddATP en
la posicién 2 complementaria a la proyeccion, que indica que el individuo es
homocigético para guanina. Las moléculas que son llenadas en la posicién
2, complementarias a la proyeccion, tendrin un peso molelcular diferente al
de las moléculas llenadas en la posicién 1 complementaria a la proyeccion.

Condicién heterocigética
Alelo 1 5 CCC A*

3 GGG T T G G
Posicipn de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 &' CCC G A*

3 GGG C T G G
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se veran dos sefiales; la primera sefial corresponde a la ddATP
llenada en la posicién uno complementaria a la proyeccion, y la segunda
sefal corresponde a la ddATP llenada en la posicién 2 compiementaria a la
proyeccién. Las dos seilales se pueden separar con base en el peso
molecular; el alelo 1 y el alelo 2 seran separados por un par base simple,
que permite la facil deteccién y cuantificacién de las sefiales. Las moléculas
llenadas en la posicién uno se pueden diferenciar de las moléculas lenadas
en la posicién dos usando cualquier método discriminatorio con base en el
peso molecular que incluye, sin limitarse a electroforesis en gel,
electroforesis de gel capilar, secuenciamiento de ADN y espectrometria de
masas. No es necesario que el nucledtido esté marcado con una mitad
quimica; las moléculas de ADN correspondientes a los diferentes alelos se
pueden separar con base en el peso molecular.

Si la posicién 2 de la proyeccién no es complementaria a adenina, es
posible que las posiciones 3 0 4 sean complementarias a adenina. Por
ejemplo, la posiciéon 3 de la proyeccién puede ser complementaria al
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nucledtido adenina, en cuyo caso la ddATP marcada se puede usar para
determinar la secuencia de ambos alelos.

Homocigética para adenina
Alelo 1 8 CCC A*

3 GGG T G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5' CCC A*

3 GGG T G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Homocigética para guanina
Alelo 1 8 CCC G C A*

3 GGG c G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC G C A*

3 GGG C G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Heterocigético:
Alelo 1 5' CCC A*

3 GGG T G T G
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC G C A*

3 GGG C G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se verdn dos sefiales; la primera seflal corresponde a la ddATP
llenada en la posicién 1 complementaria a la proyeccién, y la segunda sefial
coresponde a la ddATP llenada en la posicion 3 complementaria a la
proyeccion. Las dos seflales se pueden separar con base en el peso
molecular; el alelo 1 y el alelo 2 seran separados por dos bases, que pueden
ser detectados usando cualquier método discriminatorio con base en el peso
molecular.
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Alternativamente, si las posiciones 2 y 3 no son complementarias a
adenina (i.e., las posiciones 2 y 3 de la proyeccién corresponden a guanina,
citosina o adenina), pero la posicion 4 es complementaria a la adenina, se
puede usar la ddATP marcada para determinar la secuencia de ambos
alelos.

Homocigética para adenina
Alelo 1 5'CCC A*

3 GGG T G G G
Posicidn de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC A*

3 GGG T G G T
Posicioén de la proyeccion 1 2 3 4

Se verd una sefial que comresponde al peso molecular de las
moléculas llenadas con ddATP en la posicién uno complementaria a la
proyeccién, que indica que el individuo es homocigético para adenina en el
sitio variable.

Homocigética para guanina

Alelo 1 5 CCC G Cc C A*
3 GGG Cc G G T

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Alelo 2 §' CCC G C Cc A"
3 GGG C G G T

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se vera una sefial que comesponde al peso molecular de las
moléculas en la posicién 4 complementaria a la proyeccién, que indica que el
individuo es homocigético para guanina.

Heterocigético:
Alelo 1 5 CCC A*

3 GGG T G G T
Posicion de la proyeccidn 1 2 3 4
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Alelo 2 5' CCC G C C A*
3 GGG C G G T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se verdn dos sefiales; la primera sefial coresponde a la ddATP
llenada en la posicién uno complementaria a la proyeccién, y la segunda
sefial corresponde a la ddATP llenada en Ia posicion 4 complementaria a la
proyeccion. Las dos sefiales se pueden separar con base en el peso
molecular; el alelo 1 y el alelo 2 serdn separados por fres bases, que
permiten la deteccién y cuaniificacién de las sefiales. Las moléculas
llenadas en la posicién 1 y las llenadas en la posicion 4 se pueden diferencia
con base en el paso molecular.

Como se discutié anteriormente, si el sitio variable contiene ya sea
adenina ¢ guanina, se puede usar ya sea adenina marcada o guanina
marcada, para determinar las secuencias de ambos alelos. Si las posiciones
2, 3 0 4 de la proyeccién no son complementarias a la adenina pero una de
las posiciones es complementaria a la guanina, entonces se puede usar
ddGTP marcada para determinar si el templete de ADN es homocigdtico o
heterocigbtico para adenina o guanina. Por ejemplo, si ia posicion 3 en la
proyeccion corresponde a una citosina, entonces se esperaran las siguientes
sefiales, si el templete de ADN es homocigético para guanina, homocigético
para adenina, o heterocigético:

Homocigético para guanina
Alelo 1 5 CCC G*

3 GGG (o T C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5'CCC G*

3 GGG C T C T
Paosicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se verd una seial que comresponde al peso molecular de las
moléculas llenadas con ddGTP en la posicion uno complementaria a la
proyeccién, que indica que el individuo es homocigético para guanina.
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Homocigético para adenina
Alelo 1 §' CCC A A G*

3 GGG T T Cc T
Posiciéon de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5' CCC A A (c

3 GGG T T Cc T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se verd una seflal que comesponde al peso molecular de las
moléculas llenadas en la posicibn 3 complementaria a la proyecciéon, que
indica que el individuo es homocigético para adenina en el sitio variable.

Heterocigético:
Alelo 1 5' CCC G

3 GGG C T Cc T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC A A G*

3 GGG T T C T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se verdn dos seriales, la primera sefial corresponde a la ddGTP
llenada en la posicion uno complementaria a la proyeccion, y la segunda
sefial corresponde a la ddGTP llenada en la posicién 3 complementaria a la
proyecciéon. Las dos sefiales se pueden separar con base en el peso
molecular; el alelo 1 y el alelo 2 serdn separados por dos bases, que
permiten la deteccién y cuantificacion de las sefiales.

Algunas enzimas de restriccion tipo IS también muestran corte
alternativo como se discutié anteriormente. Por ejemplo, la BsmF | se cortard
a 10/14 y a 11/15 del sitio de reconocimiento. Sin embargo, los modelos de
corte no son mutuamente exclusivos; si se ve el patrén de corte 11/15 en
una secuencia particular, también se ve el corte 10/14. Si la enzima de
restriccion BsmF | se corta a 10/14 del sitio de reconocimiento, la proyeccién
5' serd X;X2XsX4. Si la enzima de restriccién BsmF | se corta a 11/15 del sitio
de reconocimiento, la proyeccién 5’ serd XgXiX2Xs. Si la posicién Xg de la



proyeccién es complementaria al nucleétido marcado, el nucledtido marcado
serd incorporado en la posicion Xo y provee un nivel adicional de
aseguramiento de calidad. Esto provee informacién de secuencia adicional.

Por ejemplo, si el sitio variable s adenina o guanina, y la posicion 2
de |la proyeccion es complementaria a la adenina, la ddATP marcada se
puede usar para determinar el genotipo en el sitio variable. Si la posicién 0
de la proyeccién 11/15 contiene el nucledtido complementario a adenina, la
ddATP seré llenada y se vera una sefial adicional.

Heterocigético:
Alelo 1 10/14 5§ CCA A*
3 GGT T G T G

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 10/14 5 CCA G C A*

3' GGT C G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 1 11/15 5CC A*

3 GG T T G T
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3
Alelo 2 11115 5 CC A*

3 GG T C G T
Posicion de la proyeccién 0 1 2 3

Se ven tres seflales; una correspondiente a la ddATP incorporada en
la posicién 0 complementaria a la proyeccion, una correspondiente al ddATP
incorporado en la posicibn 1 complementaria a la proyeccién, y una
correspondiente a la ddATP incorporada en la posicion 3 complementaria a
la proyeccidn. Las moléculas llenadas en la posicion 0, 1 y 3,
complementarias a la proyeccion son diferentes en peso molecular y se
pueden separar usando cualquier técnica discriminatoria con base en el
peso molecular que incluye, pero no se limita a espectrometria de masas.
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Para cuantificar la relacion de un alelo a otro alelo o para determinar
la cantidad de una secuencia de ADN mutante en presencia de una
secuencia de ADN tipo nativa, se debe usar un método de deteccién preciso
y altamente sensible. E! corte altemativo mostrado por las enzimas de
restriccion tipo IIS puede aumentar la dificultad para determinar las
relaciones de un alelo a otro alelo, porque la enzima de restriccién puede no
mostrar el modelo de corte altemnativo (11/15) en los dos alelos igualmente.
Por ejemplo, el alelo 1 se puede cortar en 10/14 en el 80% del tiempo, y
11/15 en el 20% del tiempo. Sin embargo, como los dos alelos pueden ser
diferentes en secuencia, el alelo 2 se puede cortar 10/14 en el 950% del
tiempo, y 11/15 en el 20% del tiempo.

Para propdsitos de cuantificacion, el problema del corte altemativo
puede se eliminado cuando el nucledtido en la posicién 0 de la proyecciéon
no es complementario al nucledtido marcado. Por ejemplo, si el sitio variable
coiresponde a adenina o guanina, y la posicion 3 de la proyeccion es
complementaria a adenina (i.e., una timidina estd en la posicién '3 de la
proyeccién), se puede usar una ddATP marcada para determinar el genotipo
del sitio variable. Si la posicion 0 de la proyeccitn, generado por las
propiedades de corte 11/15, no es complementario a adenina, (ie., la
posicién 0 de la proyeccién comresponde a guanina, citosina o adenina), no
se vera sefial adicional de los fragmentos que fueron cortados a 11/15 de!
sitio de reconocimiento. La posicién 0 complementaria a la proyeccion se
puede lienar con nucledtido no marcado, eliminando cualquier complejidad
vista en el modelo de corte alternativo de ias enzimas de restriccion. Este
método provee un método altamente preciso para cuantificar la relacion de
un sitio variable que incluye, pero no se limita a una mutacién o un
polimorfismo de nucleétido simple.

Por ejemplo, si el SNP X puede ser adenina o guanina, este método
de marcado permite la cuantificacién de los alelos que corresponden a
adenina y los alelos que corresponden a guanina, sin determinar si la enzima
de restriccion muestra cualquier diferencia entre los alelos con respecto a los
modelos de corte altemos.
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Heterocigdtico:

Alelo 1 10/14 5 CCG
3 GGC

Posicién de la proyeccion

Alelo 2 10/14 5 CCG
¥ GGC
Posicién de la proyeccion

Ai

NGO

La proyeccion generada por las propiedades de corte altemas de

BsmF | se describe a continuacién:

Alelo 1 11/15 5 CC
3 GG
Posicién de la proyeccion

Alelo 2 11116 5 CC
¥ GGT
Posicién de la proyeccion

C

Cc
0

C
1

G

2

Después del llenado con ddATP marcado y dGTP, dCTP, dTTP no

marcados, se generaron las siguientes moléculas:

Alelo 1 11715 5§ CC
I GG
Posicién de la proyeccion

Alelo 2 11/15 5 CC
3 GG
Posicién de la proyeccién

G
C
0

G
Cc
0

Ai
T
1

G
c
1

N

NGO

Se ven dos sefiales; una cormrespondiente a las moléculas llenadas
con ddATP en la posicién uno complementaria a la proyeccién, y la otra
correspondiente a las moléculas llenadas con ddATP en la posicin 3
complementaria a la proyeccién. La posicién O de la proyeccion 11/15 esta
llenada con nucleétido no marcado, que elimina cualquier dificultad de
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cuantificar la relacién del nucledtido en el sitio variable en el alelo 1 y del
nucledtido en el sitio variable del alelo 2.

Se puede usar cualquier nucleétido incluyendo adenina, derivados de
adenina, homélogos de adenina, guanina, derivados de guanina, homélogos
de guanina, citosina, derivados de citosina, homélogos de citosina, timidina,
derivados de timidina u homélogos de timidina, o cualquier combinacion de
adenina, derivados de adenina, homélogos de adenina, guanina, derivados
de guanina, homdélogos de guanina, citosina, derivados de citosina,
homdlogos de citosina, timidina, derivados de timidina u homédlogos de
timidina.

Los nucledtidos pueden estar marcados con cualquier grupo o mitad
quimica que incluye, pero sin limitarse a moléculas radiactivas, moléculas
fluorescentes, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, haptenos,
carbohidratos, biotina, derivados de biotina, mitades fosforescentes, mitades
luminescentes, mitades electroquimiluminescentes, mitades cromaticas y
mitades que tienen una resonancia detectable de giro de electrén,
capacitancia eléctrica, constante dieléctrica o conductividad eléctrica. El
nucleétido puede ser marcado con uno o0 més de un tipo de grupo o mitad
quimica.

En otra realizacién, se pueden usar nucleétidos marcados y no
marcados. Se puede usar cuaiquier combinacién de deoxinuciedtidos y
dideoxinucledtidos que incluyen, pero sin limitarse a dideoxinuclestidos
marcados y deoxinucleftidos marcados, dideoxinucledtidos marcados y
deoxinucledtidos no marcados, dideoxinucleftidos no marcados vy
deoxinucledtidos no marcados, y dideoxinucleétidos no marcados Yy
deoxinucleétidos marcados.

En otra realizacién, se pueden usar nucledtidos marcados con una
mitad quimica en la reaccion de PCR. Luego se usan nucledtidos no
marcados para llenar las proyecciones 5’ generadas después de la digestién
con la enzima de restriccién. Se puede usar un nucledtido de terminacién no
marcado en presencia de nucledtidos no marcados para determinar la
secuencia de los alelos de un sitio de interés.
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Por ejemplo, si se usara dTTP marcado en la reaccion de PCR, se
generaria la siguiente proyeccioén 5' después de la digestion con BsmF :

Alelo 1 10/14 §CT'G A
3 GAC T G T G

Posicién de la proyeccitn 1 2 3 4
Alelo 2 10/14 5CTG G C A

3 GAC C G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se puede usar ddATP no marcada, dCTP no marcada, dGTP no
marcada, y dT TP no marcada para lienar la proyeccion 5'. Se generaran dos
sefiales: una sefial corresponde a las moléculas de ADN llenadas con
ddATP no marcado en la posicién 1 complementaria a la proyeccion, y la
segunda sefal coresponde a las moléculas de ADN lienadas con ddATP no
marcado en la posicién 3 complementaria a la proyeccion. Las moléculas de
ADN se pueden separar con base en el peso molecular y s pueden detectar
mediante fluorescencia del dTTP que fue incorporado durante la reaccién de
PCR.

El ADN marcado de los sitios de sitios de interés se puede analizar
mediante una variedad de métodos que incluyen, pero sin limitarse a
deteccion de fluorescencia, secuenciamiento de ADN, electroforesis capilar
en una maquina de secuenciamiento de ADN automatizada, electroforesis
de microcanal y otros métodos de secuenciamiento, espectrometria de
masas, espectrometria de masas de tiempo de vuelo, espectrometria de
masas cuadrupolar, espectromeiria de masas de sector magnético,
espectrometria de masas de sector eléctrico, espectrometria de infrarrojo,
especitrometiria de ultravioleta, amperiometria palentioestitica o mediante
técnicas de hidridacidon de ADN que incluyen manchas al sur, manchas en
canal y manchas punteadas, y microformaciones de ADN, en donde los
fragmentos de ADN serian utiles tanto como "pruebas’ como “objetivos”,
ELISA, fluorometria y transferencia de energia de resonancia con
fluorescencia (FRET).
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Este método de marcado es exiremadamente sensible y permite la
deteccién de aleios de un sitio de interés que esta en diferentes relaciones
que incluyen, sin limitarse a 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6-1:10, 1:11-1:20, 1:21-
1:30, 1:31-1:40, 1:41-1:50, 1:51-1:60, 1:61-1;70, 1:71-1:80, 1:81-1:90, 1:91-
1:100, 1:101-1:200, 1:250, 1:251-1:300, 1:301-1:400, 1:401-1:500, 1:501-
1:600, 1:601-1:700, 1:701-1:800, 1:801-1:900, 1:901-1:1000, 1:1001-1:2000,
1:2001-1:3000, 1:3001-1:4000, 1:4001-1:5000, 1:5001-1:6000, 1:6001-
1:7000, 1:7001-1:8000, 1:8001-1:9000, 1:9001-1:10,000; 1:10,001-1:20,000,
1:20,001-1-30,000, 1:30,001-1:40,000, 1:40,001-1:50,000 y mas de
4:50,000.

Por ejemplo, este método permite usar un nucleétido marcado con
una mitad que genera sefal, para determinar le secuencia de un alelo que
codifica resistencia antibidtica de una celula bacterial, entre aleios de
bacterias sensibles a los antibi6ticos, 0 detectar un alelo de virus resistente
un fdrmaco entre alelos de virus sensibles al farmaco, o detectar un alelo se
una cepa bacterial no patégena entre alelos de una cepa bacterial patégena.

Como se mostrd anteriormente, se puede usar un nucledtido simple
para determinar la secuencia de los alelos en un sitio de interés particular.
Este método es Util especiaimente para determinar si un individuo es
homocigético o heterocigético para una mutacidon particular o para
determinar la secuencia de los alelos en un sitio SNP particular. Este
método de marcado elimina cualquier error causado por los coeficientes
cudnticos de varios colorantes. También pemite que la reaccién proceda en
un recipiente de reaccién simple que incluye, pero no se limita a una placa
microtituladora, o un tubo eppendorf simple.

Este método de marcado es especiaimente util para la deteccion de
sefiales genéticas muiltiples en la misma muestra. Por ejemplo, este método
es Util para la deteccién de ADN fetal en la sangre, suero o plasma de la
hembra embarazada, que contiene ADN materno y ADN fetal. ElI ADN
matemo y el ADN fetal pueden estar presentes en |la sangre, suero o plasma
en relaciones como 97:3; sin embargo, el método descrito anteriormente se
puede usar para detectar el ADN fetal. Este método de marcado se puede
usar para detectar dos, tres o cuatro sefiales genéticas diferentes en la
poblaciéon de muestra.
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Este método de marcado es util especiaimente para la deteccién de
un alelo mutante que esté entre una poblacién grande de alelos tipo nativo.
Ademds, este metodo de marcado permite la deteccion de una célula
mutante simple en una poblacién grande de células tipo nativas. Por
ejemplo, este método de marcado se puede usar para detectar una ceélula
cancerosa simpie entre una poblacidn grande de células normaies.
Tipicamente, las células cancerosas tienen mutaciones en la secuencia de
ADN. La secuencia de ADN mutante se puede identificar incluso si hay un
antecedente grande de secuencia de ADN tipo nativa. Este método de
marcado se puede usar para seleccionar, detectar o diagnosticar cualquier
tipo de céncer incluyendo, pero sin limitarse a cancer de colon, renal, seno,
vejiga, higado, rifién, cerebro, pulmén, prostata y canceres de la sangre
incluyendo leucemia.

Este método de marcado también se puede usar para detectar
organismos patégenos que incluyen, pero no se limitan a bacterias, hongos,
virus, protozoos y microbacterias. También se puede usar para discriminar
entre cepas patégenas de microorgenismos y cepas no patdgenas de
microorganismos incluyendo, pero sin limitarse a bacterias, hongos, virus,
protozoos y microbacterias.

Por ejemplo, hay varias cepas de Escherichia coli (E. coli), y la
mayorfa no son patdigenas. Sin embargo, varias cepas, como la £ coli
0157 son patégenas. Existen diferencias genéticas enire |las cepas E_coli no
patégenas y E. coli patégenas. E| método de marcado descrito anteriormente
se puede usar para detectar microorganismos patégenos es una poblacién
grande de organismos no patégenos, que algunas veces estan asociados
con la flora normal de un individuo.

V1. Andlisis del sitio de interés

Los sitios de interés pueden se analizados mediante una variedad de
métodos que incluyen, pero no se limitan a deteccién de fluorescencia, gel
de secuenciamiento de ADN, electroforesis capilar en una maquina de
secuenciamiento de ADN automatizada (e.g., el Analizador Genético ABI
Prism 3100 o el Analizador Genético ABI Prism 3700), eleciroforesis de



microcanal y otros métodos de secuenciamiento, secuenciamiento dideoxi
de Sanger, espectrometria de masas, espectromeiria de masas de tiempo
de vuelo, espectrometria de masas cuadrupolar, espectrometria de masas
de sector magnético, espectrometria de masas de sector eléctrico,
espectrometiria de infrarrojo, ewedrometn’é de uliravioleta, amperiometria
palenticestitica ¢ mediante técnicas de hibridacién de ADN que incluyen
manchas al sur, manchas en canal y manchas puntaedas, y microformacion
de ADN, en donde los fragmentos de ADN serian utiles tanto como
"pruebas” como “objetivos®, ELISA, fluorometria, polarizacién de
fluorescencia y transferencia de energia de resonancia con fiuorescencia
(FRET).

Los sitios de interés pueden ser analizados usando eleciroforesis en
gel seguida de deteccion de fluorescencia del nucledtido incorporado. Otro
método para analizar o leer los sitios de interés es el uso de un lector de
placa fluorescente o fluorimetro directamente sobre las placas de 98
agujeros recubiertas de estreptavidina. La placa puede estar colocada en un
lector de placa fluorescente o escédncer como el Pharmacia 9200 Typhoon,
para leer cada sitio de interés.

Altemativamente, los productos de PCR de los sitios de interes
pueden ser recolectados, y después del "llenado” (F1G.10), los productos
pueden ser separados por tamafo, usando cualquier método adecuado para
esto, y luego ser analizados usando una variedad de técnicas que incluyen,
pero sin limitarse a deteccién de fluorescencia, gel de secuenciamiento de
ADN, electroforesis capilar en una méquina de secuenciamiento de ADN
automatizada, electroforesis de microcanal y otros métodos de
secuenciamiento, secuenciamiento dideoxi de Sanger, técnicas de
hibridacién de ADN que incluyen manchas al sur, manchas en canal y
manchas punteadas, y microformacion de ADN, espectrometria de masas,
espectrometria de masas de tiempo de vuelo, espectrometria de masas
cuadrupolar, espectrometria de masas de sector magneético, espectrometria
de masas de sector eléctrico, espectrometria de infrarrojo, espectrometria
de ultravioleta, amperiometria palentioestética. Por ejemplo, se puede usar
la electroforesis en gel de poliacrilamida para separar e ADN por tamaiio, y
ol gel puede ser rastreado para determinar el color de fluorescencia en cada
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banda (usando e.g., la maquina de secuenciamiento de ADN ABI 377 o un
Pharmacia Typhoon 9200).

En otra realizacién, la secuencia del sitio de interés se puede
determinar mediante ia deteccién de la incorporaciéon de un nucleédtido que
estd 3' del sitio de interéds, en donde dicho nucledtido es un nuclettido
diferente de los nucleétidos posibles en el sitio de interés. Esta realizacion
es Util especiaimente para el secuenciamiento y deteccién de SNPs. La
eficiencia y velocidad a la cual las polimerasas de ADN incorporan
nucledtidos varia para cada nucleétido.

Segtin ios datos de Proyecto del Genoma Humano, el 99% de todos
los SNPs son binarios. La secuencia del genoma humano se puede usar
para determinar un nucleétido que esté a 3' del SNP de interés. Cuando un
nucledtido que estd a 3’ del sitio SNP es diferente a los nuclettidos posibles
en el sitio SNP, se puede usar un nucledtido que esta a una o més de una
base de 3’ al SNP para determinar la secuencia del sitio SNP.

Por ejemplo, suponga gue se va a determinar la secuencia SNP X en
el cromosoma 13. La secuencia del genoma humano indica que SNP X
puede ser adenosina © guanina y que un nucle.dtido a 3’ del sitio de interés
es una timidina. Una plantilla que contiene un sitio de reconocimiento de
enzima de restriccién para BsmF |, que esta diseiiado para estar a 13 bases
del sitio de interés después de la amplificacién, se usa para amplificar el
fragmento de ADN que contiene el SNP X. La digestién con la enzima de
restriccién BsmF | genera una proyeccién 5’ que contiene el sitio de interés,
que puede ser adenosina o guanina. Los productos de digestion se pueden
divididr en dos reacciones de “llenadc”. una contiene dTTP, y la otra
reaccién contiene dCTP. Si el sitio de interés es homocigotico para guanina,
solo las moléculas de ADN que fueron mezcladas con dCTP serén llenadas.
Si el sitio de interés es homocigético para adenosina, solo las moléculas que
fueron mezcladas con dTTP serdn llenadas. Si el sitio de interés es
heterocigético, las moléculas de ADN que fueron mezcladas con dCTP serdn
lilenadas asi como las moléculas de ADN que fueron llenadas con dTTP.
Después del lavado para remover el exceso de dNTP, las muestras son
llenadas con ddATP marcado, que es complementario al nucledtido
(timidina) que estd a 3' del sitio de interés. Las moléculas de ADN que
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fueron llenadas en la reaccién anterior serdn llenadas con ddATP. Si el
individuo es homocigético para adenosina, las moléculas de ADN que fueron
mezcladas con dTTP serdn lienadas posteriormente con ddATP marcado.
Sin embargo, las moléculas de ADN que fueron mezcladas con dCTP, no
tendrian incorporado el nucledtido, y por lo tanto, no podrian incorporar
ddATP. La deteccién de ddATP marcado solo en las moléculas que fueron
mezcladas con dTTP indica que el nucledtido en SNP X en el cromosoma 13
es adenosina.

En ofra realizacién, se puede realizar la deteccién a gran escala de la
presencia o ausencia de polimorfismos de nucleétido simples o mutaciones.
Se pueden amplificar de uno a decenas, a cientos, a8 miles de sitios de
interés en un cromosoma simple o en multiples cromosomas, con plantillas
como se describid en la seccion anterior "Diseflo de la Plantilla®. Las
plantilas pueden ser disefiadas de forma que cada sitio de interés
amplificado sea de diferente tamafio (FIG."). Los miiltiples sitios de interés

pueden ser de una muestra de ADN de un individuo que representa muiltiples

sitios de interés en un cromosoma simple, cromosomas miiltiples, genes
muiltiples, un gen simple o cualquier combinacién de estos.

Cuando se analizan los datos humanos, la secuencia conocida puede
ser una secuencia especifica que ha sido determinada de un individuo
(incluyendo e.g., el individuo cuyo ADN esta siendo analizado actualmente),
0 puede ser de una secuencia de consenso como la publicada como parte
del genoma humano.

Relacion de alelos en los sitios de interés heterocigdticos

En una realizacién, se puede calcular la relaciéon de alelos en un sitio
de interés heterocigético. La intensidad de un nucledtido en los sitios de
interés se puede cuantificar usando cualquier cantidad de programas de
computadora que incluyen, pero no se limitan a GeneScan e ImageQuant.
Por ejemplo, para un SNP heterocigético, hay dos nucledtidos, y cada uno
puede estar presente en una relacién 1:1. En una realizacién preferida, se
puede calcular Ia relacidn de SNPs heterocigéticos muiltiples.
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En una reslizacién, se puede calcular la relacién de un nudedétido

variable en alelos en un sitio de interés heterocigpﬁgo./ La intensidad de

cada nucledtido variable presente en los sitios de m se puede
cuantificar usando cualquier cantidad de programas de computadora que
incluyen, pero no se limitan a GeneScan e ImageQuant. Por ejemplo, para
un SNP heterocigético, habrén dos nucleétidos presentes, y cada uno puede
estar presente en una relacién 1:1. En una realizacién preferida, se puede
calcutar la relacion de SNPs heterocigéticos muitiples.

En otra realizacién, la relacidn de alelos en un sitio de interés
heterocigético de un cromosoma se suma y compara a la relacién de alelos
en un sitio de interés heterocigético de un cromosoma diferente. En una
realizacion preferida, la relacion de alelos en miiltiples sitios de interés
heterocigéticos de un cromosoma se suma y compara a la relacion de alelos
en multiples sitios de interés heterocigéticos de un cromosoma diferente. La
relacién de alelos de SNP 1, SNP 2, SNP 3, SNP 4, etc., en el cromosoma 1
se puede sumar. Luego, esta relacion puede ser comparada a la relacién
obtenida de SNP A, SNP B, SNP C, SNP D, etc.

Por ejemplo, se pueden analizar 100 SNPs en el cromosoma 1. De
estos 100 SPNs, se asume que 50 son heterocigdticos. La relacién de los
alelos en los SNPs heterocigfticos en el cromosoma 1 se puede sumar, y
debe dar una relacién de aproximadamente 50:50. Asimismo, de 100 SNPs
analizados en el cromosoma 21, se asume que 50 son heterocigéticos. La
relacion de alelos en los SNPs heterocigéticos en el cromosoma 21 se suma.
Con un numero normal de cromosomas, la relacibn debe ser
aproximadamente 50:50, y de este modo, no debe haber diferencia entre la
relacién obtenida entre el cromosoma 1y 21.

Sin embargo, si hay una copia adicional de cromosoma 21, se proveera un
alelo adicional, y la relacion serd de aproximadamente 66:33. Asi, la
relacién de nucledtidos en SNPs heterocigéticos se puede usar para detectar
la presencia 0 ausencia de anomalidades cromosémicas. Se puede
detectar cuaiquier anomalidead cromoaémica incluyende aneuploidia,
poliploidia, inversién, una trisomla, una monosomla, duplicacién, eliminacién,
eliminacién de una parte del cromosoma, adicion, adicion de una parte del
cromosoma, insercién, un fragmento de un cromosoma, una region de un
cromosoma, redistribucién cromosémica y transiocacion. Este metodo es Uil
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especiaimente para la deteccion de trisomia 13, trisomia 18, trisomia 21,
XXY y XYY.

La presente invencién provee un método para cuantificar una relacién
de los alelos en un sitio de interés heterocigdtico. Los sitios de interés
incluyen, pero sin limitarse a polimorfismos de nuclebtido simple,
mutaciones. NO es necesario amplificar la secuencia entera de un gen o
cuantificar la cantidad de un producto gen particular. La presente invencion
no se basa en PCR cuantitativa.

Deteccién de Anormalidades cromosémicas fetales

Como se discutié en la seccién anterior titulada "Templete de ADN", el
templete de ADN se puede obtener de una muestra de una hembra
embarazada, en donde el templete de ADN comprende templete de ADN
matemo y templete de ADN fetal. En una realizacién, el templete de ADN es
obtenido de la sangre de una hembra embarazada. En una realizacién
preferida, el tempiete de ADN es obtenido del plasma o suero de la sangre
de una hembra embarazada.

En una realizacién, el templete de ADN de una muestra de una
hembra embarazada comprende templete de ADN matemo y templete de
ADN feta. En ofra realizacion, el templete de ADN matemo es obtenido de
cualquier fuente que contiene acido nuciéico incluyendo, pero sin limitarse a
células, tejido, sangre, suero, plasma, saliva, orina, lagrimas, secrecién
vaginal, fluido linfdtico, fluido cerebroespinal, secrecién mucosa, fluido
peritoneal, fluido ascitico, materia fecal o transpiraciones corporales, y es
secuenciado pera identificar sitios de interés homocigbticos o
heterocigéticos, que son los sitios de interés analizados en el templete de
ADN obtenido de la muestra de la hembra embarazada.

En una realizacién preferida, la secuencia de los alelos de multiples
sitios de interés en el templete de ADN matemo es determinada para
identificar los sitios de interés homocigbticos. En ofra realizacion, ia
secuencia de los alelos de miiltiples sitios de interés en el templete de ADN
materno es determinada para identificar los sitios de interés heterocigéticos.
La secuencia de alelos de muiitiples sitios de interds en el templete de ADN
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matemno se puede determinar en una reaccidn simple o en reacciones
muiltiples.

Por ejemplo, si se analizan 100 sitios de interés matemos en el
cromosoma 21 y 100 sitios de interés matemos en el cromosoma 1, se
predeciria que aproximadamente 50 sitios de interés en cada cromosoma
son homocigéticos y 50 son heterocigdticos. Se pueden analizar los 50
sitios de interés homocigébticos, o los 50 sitios de intends heterocigbticos, o
los 50 sitios de interes homocigbticos y los 50 sitios de interés
heterocigéticos, o cuaiquier combinacibn de los sitios de interés
homocigéticos y heterocigéticos de cada cromosoma, usando el templete de
ADN de la muestra de la hembra embarazada.

El sitio de interés de! templete de ADN de la muestra de la hembra
embarazada es analizado usando los métodos de amplificacion, aislamiento,
digestion, llenado y deteccion descritos anteriormente. Las mismas plantillas
usadas para analizar el sitio de interés en el templete de ADN materno se
usan para detectar el templete de ADN de una muestra de una hembra
embarazada. Se puede analizar cualquier cantided de sitios de interés del
templete de ADN de |a muestra de la hembra embarazada. Por ajemplo, se
pueden analizar 1, 1-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-
80, 80-90, 80-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-500, 500-1000,
1000-2000, 2000-3000, 30004000 o méds de 4000 sitios de interés
homocigéticos maternos, en el templete de ADN de Ila muestra de la hembra
embarazada.

En la poblacién de sitios de interés homocigéticos maternos, habran
sitios de interés homocigéticos y heterocigéticos maternos del templete de
ADN de la muestra de ia hembra embarazada. Los sitios de interés
heterocigéticos se pueden analizar adicionaimente. En los sitios de interés
heterocigéticos, se puede usar la relacion de alelos para determinar el
ntmero de cromosomas que estdn presentes.

El porcentaje de ADN fetal presente en la muesira de la hembra
embarazada se puede calcular mediante la determinacion de la relacion de
alelos en los sitios de interés heterocigéticos en un cromosoma que no ests
tipicamente asociado con una anormalidad cromesomica. En una
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realizacién preferida, la relacion de alelos en muiltiples sitios de interés
heterocigdticos en un cromosoma se puede usar para determinar el
porcentaje de ADN fetal Por ejemplo, se puede usar el cromosoma 1, que
es el cromosoma més grande en el genoma humano, para determinar el

porcentaje de ADN fetal.

Por ejemplo, suponga que el SNP X es homocigético en el templete
de ADN matemo (A/A). En SNP X, el templete de ADN de ia muestra de ia
hembra embarazada, que puede contener ADN fetal y ADN matemo, es
heterocigétioc (A/G). El nucledtido guanina represente el ADN fetal porque
en SNP X la madre es homocigética, y de esta forma la guanina es atribuida
al ADN fetal. La guanina en SNP X se puede usar para calcular el
porcentaje de ADN fetal en la muestra.

Alternativamente, se pueden examinar muiltiples sitios de interés en
dos 0 mds cromosomas para determinar el porcentaje de ADN fetal. Por
ejemplo, se pueden examinar multiples sitios de interés en los cromosomas
13 y 18 para determinar el porcentaje de ADN fetal porque los organismos
con anormalidades cromosOmicas en el cromosoma 13 y 18 no son viables.

Alternativamente, para un feto macho, se puede usar un marcador en
el cromosoma Y para determinar la cantidad de ADN fetal presente en Ia
muestra. Se puede hacer un panel de diluciones seriales usando un
templete de ADN aislado de la muestra de la hembra embarazada, y realizar
el andlisis de PCR. Se pueden realizar dos reacciones de PCR: una
reaccion de PCR para amplificar el marcador en el cromosoma Y, por
ejemplo SRY, y la otra reaccidén para amplificar una regién en cualquiera de
los cromosomas autosdmicos. La cantidad de ADN fetal se puede calcular
usando la siguiente formula:

Porcentaje de ADN fetal: {(cromosoma Y detectado en la Ultima
dilucién / cromosoma autosdmico detectado en ia ultima dilucién) * 2 * 100.

La relacién esperada del alelo patemo a alelo matemo depende de la
cantidad de ADN presente en la muestra de la hembra embarazada. Por
ejemplo, si en un SNP A, la madre es homocigdtica A/A, y el feto es
heterocigético A/G, entonces la relacién A:G se puede usar para detectar las

\oM



’9f

anormalidades cromosémicas. Si el ADN fetal es el cincuenta por ciento
(50%) del ADN en la sangre matema, entonces el SNP A, en donde el
nucledtido matermno es una adenina y el otro nucledtido, que es aportado por
el padre, es una guanina, e esperarfa que |a relacién de adenina (dos
adenindas del templete de ADNmatemo y una del templete de ADN fetal) a
guanina (del templete de ADN fetal) sea 75:25. Sin embargo, si el feto tiene
una frisomia de este cromosoma particular, y el cromosoma adicional es
aportado por la madre, y de esta forma el nuclestido de adenina esté
presente, entonces se esperarfa una relacion de 83.4:16.8 (el ADN fetal es el
50% del ADN en la sangre materna, de forma que cada nucledtido aportado
por el feto, las dos adeninas y la guanina son cada uno 16.66% del ADN
total en la muestra). De esta forma se detectaria un 8% de aumento en la
sefial de adenina y un 8% en la sefal de guanina. Por otra parte, si el
cromosoma adicional es aportado por el padre, y asi eatd la guanina
presente, se experaria una relacion de 66.6:33 4.

Sin embargo, si el ADN fetal es el 40% del ADN en la sangre materna,
la relacién esperada sin una trisomia es 80:20. Si el feto tiene una frisomia,
y el cromosoma adicional es aportado por ia madre, la relacién esperada
seria 86.6:13.3. Se detectaria un aumento del 6.6% en la senal de adenina y
un descenso del 6.6% enla sefial de guanina.

En otra realizacién, se pueden examinar multiples sitios de interés de
multiples cromosomas. Las relaciones de los alelos en cada sitio de interés
heterocigdtico en un cromsoma se pueden sumar y comparar con las
relaciones para los alelos en cada sitio de interés en un cromosoma
diferente. Los cromosomas comparados pueden ser de origen humano, e
incluyen, pero no se limitan a los cromosomas 1,2, 3, 4,5,6,7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, Xy Y. La relacién obtenida de los
multiples cromosomas se puede comparar con la relacién obtenida de un
cromosoma © de multiples cromosomas.

En una realizacién, uno de los cromosomas usado en la comparacion
puede ser el cromosoma 13, 16; 18, 21, 22, X y Y. En una realizacién
preferida, las relaciones de los cromosomas 13, 18 y 21 son comparadas.
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Por ejemplo, asumiendo un 40% de ADN feial en la muestra de la

hembra embarazada, la relacion de los alelos en un sitio de interés
heterocigético en el cromosoma 1 serd 80:20. Asimismo, Ia relacién de
alelos en un sitio de interés heterocigético en el cromosoma 21 estard
presente en una relacién 80:20.,
Sin embargo, en un feto con frisomla 21, en donde el cromosoma adicional
es aportado por la madre, los nucledtidos en el sitio de interés heterocigético
en el ccomosoma 21, estardn presentss en una relacién 86.6:13.3. En
contraste, la relacién del cromosoma 1 permanecerd en 80:20, y asi el
aumento del 6.6% en el nudedtido matemo en el cromosoma 21 significard
un cromosoma adicional o parte de un cromosoma. Se pueden analizar de
uno a decenas, a cientos a miles de pusntos de interés.

En otra realizacién, los sitios de interés del templete de ADN de la
muestira de la hembra embarazada se puede genofipar; se identificardn sitios
de interés homocigéticos y heterocigéticos.

La relacién de los alelos en los sitios de interés se puede usar para
determinar la presencia 0 ausencia de una anormalidad cromosdmica. Ei
templete de ADN de una muestra de una hembra embarazada contiene tanto
templete de ADN matemmo como templete de ADN fetal. Hay tres
posibilidades en cada SNP para el templete de ADN matemo como para el
templete de ADN fetal: heterocigétoco, homocigético para alelo 1 o
homocigético para alelo 2. Las relaciones posibles de nucleétidos para un
SNP que es una adenina 0 una guanina se muestran en la tabla Il. Las
relaciones presentadas en la Tabla |l estédn calculadas con ADN fetal al 50%
del ADN en ia muestra de la hembra embarazada.

Tabla ll. Relaciones para nucleétidos en un SNP heterocigético

SNP Fetal
SNP Matemno AA G/IG AIG
AA 100% A N/A 75% A, 25% G
GIG N/A 100% G 25% A, 75% G
AIG 75%A 25% G | 25%A 75% G | 50% A, 50%G
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Hay tres relaciones de nucleétidos: 100% de un nucledtido simple,
50:50, 75:25. Estas relaciones variardn dependiendo de la cantidad de ADN
fetal presente en la muesira de una hembra embarazada.

Sin embargo, el porcentaje de ADN fetal debe ser constante sin importar el
cromosoma analizado. Por lo tanto, si los cromosomas estdn presentes en
dos copias, se verdn las relaciones calculadas anteriormente.

Por otra parte, estos porcentajes variaran cuando estd presente un
cromosoma adicional. Por ejemplo, asuma que SNP X puede ser adenina o
guanina, y el porcentaje de ADN fetal en |a muestra de hembra embarazada
es 50%. El andlisis de los sitios de interés en el cromosoma 1 proveerd las
relaciones discutidas anteriormente; 100:0, 50:50 y 75:25. Las relaciones
posibles para un SNP que es A/G con un cromosoma adicional se dan en la
Tabila Ill.

Tabla lil. Relaclones de nucleétidos en un SNP cuando esté presente
una copia adicional de un cromosoma

SNP Fetal
SNP X AJAJA G/IGIG AIGIG AIG
Matemo
A/A 100% A N/A B0%A 40% G | BO%A 20% G
G/G N/A 100% G 20% A, 80% G | 40% A, 60%G
AIG | BD%A,20% G | 20%A,80% G | 40% A, B0%G 60% A, 40%G

Las posibles relaciones para los alelos en los SNP heterocigéticos con
una copia adicional de un cromosoma son: 100:0, 60:40 y 80:20. Dos de
esas relaciones, 60:40 y 80:20 son diferentes de las relaciones de alelos en
los SNPs heterocigéticos obtenidos con dos copias de un cromosoma.
Como se discutid anteriormente, las relaciones de los nucledtidos en los
SNP heterocigéticos dependen de la cantidad de ADN fetal presente en la
muestra. Sin embargo, sin importar como son, permanecen constantes en
los cromsomas a menos que haya una anormalidad cromosémica.

La relacién de alelos en los sitios de interés heterocigéticos en un
cromosoma se puede comparar con |a relacién de alelos en sitios de interés
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heterocigéticos en un cromosoma diferente. Por ejemplo, la realacién de
muiltiples sitios de interés en el cromosoma 1 (la relacién en SNP 1, SNP 2,
SNP 3, SNP 4, eic.) se puede comparar con la relacion de miiltiples sitios
de interés en el cromosoma 21 (la relacién en SNP A, SNP B, SNP C, SNP
D, etc.). Cualquier cromosoma se puede comparar a cualquier otro
cromosoma. No hay limite en el nimero de cromosomas que pueden ser
comparados.

Con referencia a los datos de las Tablas Il y Il anteriores, las
relaciones de los nucledtidos en un SNP heterocigético en el cromsoma 1,
que estaba presente en dos copias, fue 75:25 y 50:50. En el otro, la relacion
de los nucledtidos en un SNP heterocigético en el cromsoma 21, que estaba
presente en tres copias, fue de 60:40 y B0:20. La diferencia entre estas dos
relaciones indica una anormalided cromosémica. Las reiaciones pueden ser
pre-calculadas para el rango total de grados de variacion del ADN fetal
presente en el suero matermno. Las Tablas Il y 1l demuestran que se pueden
usar sitios de interés homocigdticos y heterocigbticos para detectar la
presencia de una anormalidad cromosdmica fetal.

Los ejemplos anteriores ilusiran cdmo se pueden usar las relaciones
de nucledtidos en los SNPs heterocigéticos para detectar la presencia de un
cromosoma adicional. Se puede usar el mismo tipo de andlisis para detectar
redistribuciones cromosdmicas, translocaciones, mini-cromosomas,
duplicaciones de regiones de cromosomas, monosomias, eliminaciones de
regiones de cromosomas y fragmenics de cromosomas. La presente
invencién no cuantifica la canfidad de producto gen fetal, ni la utilidad de la
presente invencién se limita al andlisis de los genes encontrados en el
cromosoma Y. La presente invencién no se basa simplemente en la
deteccién de un Acido nucléico patemo heredado, sino que, la presente
invencibn provee un método que permiter calcular la relacién
matema:paterna de alelos heredados en los sitios de interés, incluyendo los
SNPs. El método no requiere genotipar la madre o el padre.

Cualquier cromosoma de cualquier organismo se puede analizar
usando los métodos de la invencion. Por ejemplo, en [os humanos, se
pueden analizar los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, X 0 Y usando los metodos de la invencion.
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La relacién de alelos en un sitio de interés heterocigdtico en cualquier
cromosoma se puede comparar con ia relacién de alelos en un sitio de
interés heterocigético en cualquier otro cromosoma.

De esta forma, ia presente invencién provee una técnica no invasiva,

que es independiente del aislamiento celular fetal, para una detecctioén.

répida, precisa y definitiva de anormalidades cromosdmicas en un feto. La
presente invencién también provee un método no invasivo para determinar la
secuencia de ADN de un feto. La presente invencion se puede usar para
detectar cualquier alteracién en la secuencia del gen comparada con la
secuencia tipo nativa incluyendo, pero sin limitarse a mutacion puntual,
cambio en el marco de lectura, transicién, transversion, adicion, insercion,
eliminacion, adicidn-eliminacién, cambio de marco, sin sentido, mutacién
reversa y alteracion microsatetital.

Deteccién de Anommalidades Cromosémicas usando Repeticiones
Téndem Cortas

Repeticiones tindem cortas (STRs) son secuencias cortas de ADN,
normalmente de 2-5 pares base de longitud, que se repiten varias veces en
forma de cabeza-cola. La secuencias de ADN repetidas en tdndem, estdn
extendidas en todo el genoma humano, y muestran suficiente variabilidad
entre los individuos de una poblacién. Los minisatélites tienen repeticiones
de nuciteo 9-80 pares de bases.

En otra realizacién, las repeticiones tdndem cortas se pueden usar

para detectar anormalidades cromosémicas. El templete de ADN se puede
obtener de un acido nucléico que contiene una muestra, que incluye sin
limitarse a células, tejidos, sangre, suero, plasma, saliva, orina, lagrimas,
secrecion vaginal, fluido linfético, fluido cerebroespinal, secrecién mucosa,
fluido peritoneal, fluido ascitico, meteria fecal o transpiracion corporal.
En otra realizacién, un inhibidor de lisis de célula se agrega al acido nucléico
que contiene la muestra. En una realizacién preferida, el templete de ADN
es obtenido de la sangre de una hembra embarazada. En otra realizacion, el
templete de ADN es obtenido del plasma o suero de ia sangre de una
hembra embarazada.
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El templete de ADN obtenido de la sangre de una hembra
embarazada contendrd ADN fetal y ADN matemo. EI ADN fetal contiene
STRs de la madre y del padre. La variacidn de los STRs entre la madre y el
padre se puede usar para detectar anormalidades cromosémicas.

Se pueden disefiar plantillas amplificar las repeticiones tdndem cortas.
Se puede usar cualquier método de amplificacién que incluye, pero sin
limitarse a reaccién en cadena de polimarasa, amplificacién rapida de
extremos de cADN, reaccion en cadena de polimerasa y reaccién en cadena
de ligasa, amplificaciéon de fago Q-beta, amplificacion de desplazamiento de
cadena y reaccion en cadena de polimerasa de empaime de superposicion.
En una realizacién preferida, se usa la PCR.

Se puede analizar cualquier niimero de repeticiones tdndem cortas
incluyendo, pero sin limitarse a 1-5, 5-10, 10-50, 50-100, 100-200, 200-300,
300-400, 400-500, 500-1000, y méds de 1000. Las repeticiones tdndem
cortas se pueden analizar en una reaccion PCR simple o en muiltiples
reacciones PCR. En una realizacién preferida, se analizan las STRs de
cromosomas multiples,

Después de la amplificacion, los productos de PCR se pueden
analizar mediante cuaiquier cantidad de métodos que incluyen, pero sin
restringirse a electroforesis en gel y espectrometria de masas. El templete
de ADN de la hembra embarazada contiene STRs de origen matemo y
patemo. Las STRs de origen patemo representan el ADN fetal. Las STRs
matermas y patemas pueden ser idénticas en longitud, o las Las STRs
matermnas y patemas pueden ser diferentes.

STRs heterociglticas son aquellas en donde el matemo y el patemo
difieren en longitud. Se puede cuantificar la cantidad de cada producto de
PCR para cada STR heterocigbtico. Con un numero normal de
cromosomas, la cantidad de cada producto de PCR debe ser
aproximadamente igual. Sin embargo, con un cromosoma extra, uno de los
productos PCR de STR estarad presente en una cantidad mayor.

Por ejemplo, se pueden analizar multiples STRs en el cromosoma 1
del templete de ADN obtenido de la sangre de la hembra embarazada.
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Cada STR, ya sea de origen matemno o patemo, debe estar presente en
aproximadamente la misma cantidad. Asimismo, con dos cromosomas 21,
cada STR debe estar presente en aproximadamente la misma cantidad. Sin
embargo, con una trisomia 21, uno de los productos de PCR de STR,
cuando el matemo y el patemo difieren en longitud (un STR heterocigético)
debe estar presente en una cantidad més alta. La relacion de cada STR
heterocigético en un cromosoma se puede comparar con la relacién de cada
STR heterocigbtico en un cromosoma diferente, en donde una diferencia
indica la presencia o0 ausencia de una anormalidad cromosémica.

Los métodos de la invencion son practicados méas convenientemente
al suministrar los reactivos usados en los métodos, en forma de kits. Un kit
preferiblemente contiene uno o més de los siguientes componentes:
instrucciones escritas para el uso del kit, buffers apropiados, sales,
detergentes de extraccion de ADN, plantillas, nucledtidos, nucleédtidos
marcados, materiales de modificacion del extremo 5, y si se desea, agua de
la pureza apropiada, confinados en contenedoras o paquetes separados.
Tales componentes permiten que el usuario del kit extraiga la muestra
apropiada de acido nuciéico, y la analice segtin los métodos de la invencidn.
Las plantillas que se proveen con el kit variardn dependiendo del propdsito
del kit y del ADN que se desea probar con el kit

Un kit también puede estar diseflado para detectar una variedad
deseada de polimorfismos de nucledtido simple, especiaimente los
asociados con una condicién o enfermedad indeseada. Por ejemplo, un kit
puede comprender, entre otros componentes, un juego o juegos de plantilias
para amplificar uno o mds sitios de interés asociados con la enfermedad de
Huntington. Otro kit puede contener, entre otros componentes, un juego o
juegos de plantiias para genes asociados con una predisposicibn para
desarroliar diabetes tipo | o tipo Il. Incluso, ofro kit puede contener, entre
otros componentes, un juego O juegos de plantillas para genes asociados
con una predisposicién para desarrollar enfermedad cardiaca. Los detalles
de las utilidades de dichos kits estdn proveidas en la siguiente seccion
“Utilidades”.
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Los metodos de la invencion se pueden usar siempre que se desee
saber el genotipo de un individuo. El méiodo de la invencin es
especiaimente Util para la deteccion de desordenes genéticos. El método de
la invencién es especialmente Util como técnica no invasiva para la deteccion
de desérdenes genéticos en un feto. En una realizacién preferida, el método
de la invencién provee un método para la identificacién de polimorfismos de
nucledtido simple.

En una realizacién preferida, el método es util para la deteccion de
anormalidades cromosdémicas que incluyen, pero sin limitarse a trisomias,
monosomias, duplicaciones, eliminaciones, adiciones, redistribucionas
cromosdmicas, translocaciones y ofras aneuplodias. El método es
especiaimente Util para la detecciéon de anormalidades cromosémicas en un
feto.

En una realizacion preferida, el método de la invencion provee un
método para la identificacién de la presencia o ausencia de una enfermedad
en un feto, especiaimente una enfermedad genética que surge como
resultado de la presencia de una secuencia genémica, u ofras condiciones
biolégicas que se desean identificar en un individuo al cual se le desean
conocer ias mismas. La identificacion de dicha secuencia en el feto, con
base en la presencia de dicha secuencia gendmica se puede usar, por
ejemplo, para determinar si el feto es un portador, o para evaluar si el feto
estd predispuesto a desarrolar un cierto rasgo, condicion o enfermedad
genética. El método de la invencion es especiaimente Util para las pruebas
genéticas prenatales de ios padres y el nifio.

Los ejemplos de enfermedades que pueden ser diagnosticadas
mediante esta invencion, estén listadas en la Tabla IV.
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TABLA IV

Acondroplasia

Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X

Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X

Sindrome de Alagille

Sindrome de retardo mental Talasemia alfa, ligado al
cromosoma X

Enfermedad de Alhzseimer

Enfermedad de Alzheimer, Aparicién temprana familiar.

Esclerosis amiotréfica lateral general

Sindrome de insensibilidad andrégena

Sindrome de Angelman

Ataxia general, Hereditana

Ataxia Telangiectasia

Distrofia muscular de Becker, también Distrofinopatias

Sindrome de Beckwith-Wiedeman

Talasemia beta .

Deficiencia de Biotinidasa

Sindrome Branquiootorenal

Céncer de Ovario/Seno Hereditario BRCA1 y BRCA2

Céncer de seno

CADASIL

Enfermedad de Canavan

Céncer

Neuropatia Hereditaria de Charcot-Marie-Tooth

Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth Tipo 1

Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth Tipo 2

Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth Tipo 4

Neuropatia de Charcot-Marie-Tooth Tipo X

Enfermedad de Cockayne

Céncer de colon

Aracnodactilia Contractual Congénita

Sindrome de Craniosinostosis (Relacionada con FGFR)

Fibrosis quistica

Cistinosis
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Sordera y pérdida auditiva hereditaria

DRPLA (Atrofia dentatorubral-palidoluisiana)

Sindrome de DiGeorge (también Sindrome de eliminacion 22q11)

Cardiomiopatia Dilatada (ligada al cromosoma X)

Sindrome de Down (Trisomia 21)

Distrofia Muscular de Duchenne (también Las Distrofinopatias)

Distonia, aparicién temprana primaria (DYT1)

Distrofinopatias

Sindrome de Ehlers-Danios, Forma cifoescolitica

Sindrome de Ehlers-Danlos, Tipo vascular

Epidermdlisis Ampollar Simple

Exostosis Miltipie Hereditaria

Distrofia Muscular facioescapulohumeral

Trompofilia Leiden de Factor V

Poliposis adenomatosa familiar (FAP)

Fiebre Mediterrdnea familiar

Sindrome de X fréagil

Ataxia de Friedereich

Demencia frontotemporal con Parkinsonismo-17

Galactosemia

Enfermedad de Gaucher

Hemocromatosis Hereditaria

Hemofilia A

Hemofilia B

Telangiectasia hemorrdgica hereditaria

Pérdida auditiva y sordera, no sindrémica, DFNA (Connexin 26)

Pérdida auditiva y sordera, no sindrémica, DFNB 1 (Connexin 26)

Paraplejia espéstica hereditaria

Sindrome de Hermansky-Pude lak

Deficiencia de Hexosamidinasa A (también Tay-Sachs)

Enfermedad de Huntington

Hipocondropiasia

Ictiosis congénita, recesiva autonémica

Incontinencia de Pigmento

Enfermedad de Kennedy (también Atrofia Muscular Espinal y
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Bulbar)

Enfermedad de Krabble

Neuropatia 6ptica Leber hereditaria

Leucemias de Sindrome de Lesch-Nyhan

Sindrome de LiFraumeni

Distrofia muscular de las cinturas de las exiremidades

Deficiencia de Lipasa Lipoproteina Familiar

Lisencefalia

Sindrome de Marfan

MELAS (Encefalomiopatila mitocondriaca, acidosis lactica y
episodios tipo ataque)

Monosomias

Neoplasia endocrina miltiple Tipo 2

Exostosis muitiple, Distrofia muscular hereditaria Congénita

Distrohia miotonica

Diabetes insipida nefrbgena

Neurofibromatosis 1

Neurofibromatosis 2

Neuropatia con debilidad a pardlisis de presién hereditaria

Enfermedad de Nieman-Pick Tipo C

Enfermedad de Norrie del Sindrome de Ruptura de Nijemegen

Albinismo oculocutédneo Tipo 1

Distrofia muscular oculofaringea

Cancer de ovario

Sindrome de Pallister-Hall

Enfermedad de Parkinson Juvenil Tipo Parkin

Enfermedad de Pelizeaus-Merzbacher

Sindromde de Pendred

Deficiencia de Hidroxilasa Fenilalanina del sindrome de Peutz-
Jeghers

Sindrome de Prader-Willi

PROP 1 — Deficiencia Hormonal Pituitaria Combinada Relacionada
con (CPHD)

Cancer de Prostata

Retinopatia pigmentaria
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Retinoblastoma

Sindrome de Rothmund-Thomson

Sindrome de Smith-Lemli-Optiz

Paraplejla espdstica hereditaria

Atrofia muscular espinal y bulbar (también Enfermedad de
Kennedy)

Atrofia muscular espinal

Ataxia espinocerebelar Tipo |

Atlaxia espinocerebelar Tipo 2

Ataxia espinocerebeiar Tipo 3

Ataxia espinocerebelar Tipo 6

Ataxia espinocerebelar Tipo 7

Sindrome de Stickler (Artrooftaimopatia hereditaria)
Tay-Sachs (también gangliosidosis GM2)
Trisomias

Esclerosis Tuberosa Compleja

Sindrome de Usher Tipo |

Sindrome de Usher Tipo |l

Sindrome velocardiofacial (también Sindrome de eliminacion
22q11)

Sindrome de Von Hippel-Lindau

Sindrome de Williams

Enfermedad de Wilson

Adrenoleucodistirofia ligada al cromosoma X

Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X

Cardiomiopatia dilatada ligada al cromosoma X (también las
Distrofinopatfas)

Sindrome de Retardo Mental Facies Hipoténico ligado al
cromosoma X.

El método de la invencién es il para la deteccién de un individuo en
mditiples sitios de interés, como decenas, cientos, o incluso miles de sitios
de interés asociados con un rasgo genético o enfermedad genética por
medio del secuenciamiento de los sitios de interés que estén asociados con
el rasgo o estado de enfermedad, especiaimente las més frecuentemente
asociadas con dicho rasgo o condicion. La invencion es (til para el andlisis

116



f

de un conjunto particular de enfermedades que incluyen, pero sin limitarse a
enfermedad cardiaca, cdncer, destrdenes endocrinos, desérdenes inmunes,
desérdenes neuroldgicos, desérdenes musculoesqueléticos, desdérdenes
oftaimolégicos, anomalidades genéticas, trisomias, monosomias,
transversiones, franslocaciones, desdérdenes de la piel y enfermedades
familiares.

El método de la invencién también se puede usar para confirmar o
identificar la relacién de un ADN de secuencia desconocida con un ADN de
origen o secuencia conocida, por ejemplo, para uso en las pruebas de
matemnidad o patemnidad y similares.

Habiendo descrito la invencién generaimente, esta se entendera
mejor por medio de la referencia de ciertos ejemplos especfficos que estén
incluidos aqul para propdsitos solo de ilustracién, y no pretenden ser
limitantes, a menos que se especifique de oira manera.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos son solamente ilustrativos y no prentenden
limitar el alcance de la invencién como se definié en las reivindicaciones.

EJEMPLO 1

Las secuencias de ADN fueron ampliadas mediante PCR, en donde el
paso de recocido en el ciclo 1 se realizé a una temperatura especificada, y
luego se incrementd en el ciclo 2, y se incrementd adicionalmente en el ciclo
3 con el fin de reducir la amplificacion no especifica. La TM1 del ciclo 1 de
PCR se determind mediante el céiculo de la temperatura de fusion de la
regién 3', que se recoce al templete de ADN de la segunda piantilla. Por
ejemplo, en la FIG. 1B, la TM1 puede esiar cerca de la temperatura de
fusién de la regién “c”. La temperatura de recocido aumenté en el ciclo 2, a
TM2 que estaba cerca de la temperatura de fusioén de la regidn 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantila. Por ejemplo, en la FIG.
1C, |a temperatura de recocido (TM2) comresponde a la temperalura de
fusién de la regién "b”". En el ciclo 3, la temperatura de recocido se elevo a
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TM3, que esté cerca de |la temperatura de fusién de la secuencia entera de
la segunda plantilla. Por ejemplo, en la FIG. 1D, la temperatura de recocido
(TM3) corresponde a |a temperatura de fusién de ia regién "c" + la regién “d".
Los ciclos restantes de amplificacién se realizaron a TM3.

Preparacién del Templete de ADN

El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5 ml de
sangre obtenida por wvenipuntura de un voluntaric humano con
consentimiento. Se recolectd sangre de 38 voluntarios. El templetc de ADN
fue aislado de cada muestra de sangre usando el Kit QIAmp ADN Blood
Midi, suministrado por QIAGEN (numero de catdlogo 51183). Siguiendo el
aislamiento, el templete de ADN de cada uno de los 36 voluntarios fue
recolectado para analisis adicional.

Disefio de la Plantilla

Se analizaron los siguientes cuatro polimorfismos de nucledtido
simple: SNP HC21500340, niimero de identificacién como se asigné en la
base de datos cSNP del Cromosoma Humano 21, (FIG. 3, linea 1),
localizado en el cromosoma 21; SNP TSC 0085512 (FIG. 3, linea 2),
localizado en el cromosoma 1; SNP TSC 0214366 (FIG. 3, linea 3),
localizado en el cromosoma 1; y SNP TSC 0087315 (FIG. 3, linea 4),
localizado en el cromosoma 1. Se puede accedcr a la base de dalos de
SNP Consortium Ltd., en hiip://snp.cshl.org/, pdgina web vigente desde
Febrero 14 de 2002.

El SNP HC21500340 se amplié usando las siguientes plantillas:
Primera plantilla:

5’ TAGAATAGCACTGAATTCAGGAATACAATCATTGTCAC 3’ (SBEC ID No: 9)
Segunda plantilla:

5' ATCACGATAAACGGCCAAACTCAGGTTA 3' (SEC ID No: 10)

El SNP TSC00985512 se amplié usando las siguientes plantillas:
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Primera plantilia:

5' AGGTTTAGATCAGAATTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3’ (S8EC ID No: 11)
Segunda plantilla:

5 TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3’ (SEC ID No: 12)

El SNP TSC0214366 se amplié usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla: !

5' ATGACTAGCTATGAATTCGTTCAAGGTAGAAAATGGAA 3' (SEC ID No: 13)
Segunda plantilla:

5' GAGAATTAGAACGGCCCAAATCCCACTC 3' (SEC ID No: 14)

El SNP TSC 0087315 se amplié usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5' TTACAATGCATGAATTCATCTTGGTCTCTCAAAGTGC 3' (SEC ID No: 14)
Segunda plantilla;:

5 TGGACCATAAACGGCCAAAAACTGTAAG 3' (SEC ID No: 18)

Todas las plantillas fueron disefladas de forma que la regién 3' fuera
complementaria a cualquier secuencia agues arriba 0 aguas abajo que
flanquea cada sitio de interés, y que la region 5’ contenga un sitio de
reconocimiento de enzima de restriccion. La primera plantilla contenia un
marcador de biotina en el extremo 5' y un sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccion EcoRl. La segunda plantila contenia el sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion BeeA L.

Reaccion PCR

Todos los cuatro sitios de interés fueron amplificados del templete de
ADN genodmico usando PCR (Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202).
Los componentes de la reaccion PCR fueron los siguientes: 40 ng de
templete de ADN, primera plantila 5 yM, segunda plantila 5 pM,
HotStartTaq Master Mix X 1, como se obtuvo en Qiagen (No. Catédlogo
203443). El HotStartTaq Master Mix cotenfa polimerasa de ADN, buffer de
PCR, 200 uM de cada dNTP y MgCl; 1.5 mM.
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La amplificacién de cada templete de ADN que contenia el SNP de
interés se realizd usando tres series diferentes de temperaturas de recocido,
referidas aqul como I|a temperatura de severidad baja, temperatura de
severidad media y temperatura de severidad aita. Sin importar el protocolo
de temperatura de recocido, cada reaccidn PCR consistid de 40 ciclos de
amplificacién. Las reacciones PCR se realizaron usando el kit HotStartTaq
Master Mix suministrado por QIAGEN. Como lo instruye el fabricante, las
reacciones fueron incubadas a 95°C por 15 min., antes del primer ciclo de
PCR. EI paso de desnaturalizacién después de cada paso de extension se
realizé a 95°C por 30 seg. La reaccién de recocido se realizd a una
temperatura que permitla la exiensién eficiente sin ninglin aumento de
temperatura.

La reaccibn de recocido de severidad baja comprendia tres
temperaturas de recocido diferentes en cada uno de los tres primeros ciclos.
La temperatura de recocido para el primer ciclo era de 37°C por 30 seg.; la
temperatura de recocido para el segundo ciclo era de 57°C por 30 seg.; la
temperatura de recocido para el tercer ciclo era de 64°C por 30 seg. El
recocido se realizé a 64°C para los ciclos posteriores hasta su terminacion.

Como se muestra en la fotografia dei gel (FIG. 3A), se observaron
multiples bandas después de la amplificacion del SNP TSC 0087315 (linea
4). La amplificacion de SNP HC21S00340 (linea 1), SNP TSC0095512
(linea 2), y SNP TSC0214366 (linea 3) generaron una banda simple de alta
intensidad y una banda de intensidad tenue, que era de més alto peso
molecular. Cuando se usaron las condiciones de temperatura de recocido
baja, se generd el producto de tamano cormrecto, y este fue el producto
predominante en cada reaccién.

La reaccibn de codido de severidad media comprendia tres
temperaturas de recocido diferentes en cada uno de los tres primeros ciclos.
La temperatura de recocido para el primer ciclo era de 40°C por 30
segundos; la temperatura de recocido para el segundo ciclo era de 60°C por
30 segundos; y la temperatura de recocido para el tercer ciclo era de 67°C
por 30 segundos. E| recocido se realizd a 67°C para los ciclos posteriores
hasta su terminacién. Similar a lo observado a las condiciones de recocido
de severidad baja, la amplificacion del SNP TSC0087315 (FIG. 3B, linea 4)
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generd muiltiples bandas a las condiciones de severidad media. La
amplificacion de los otros tres SNP3 (lineas 1-3) produjo una banda simple.
Estos resultados demostraron que se pueden usar temperaturas de recocido
variables para amplificar limpiamente los sitios de interés del ADN genémico
con una plantilla que tiene una longitud de recocido de 13 bases.

La reaccibn de recocido de severidad alta comprendia tres
temperaturas de recocido diferentes en cada uno de los tres primeros ciclos.
La temperatura de recocido para el primer ciclo era de 46°C por 30
segundos; la temperatura de recocido para el segundo ciclo era de 65°C por
30 segundos; y la temperatura de recocido para el tercer ciclo era de 72°C
por 30 segundos. El recocido se realizd a 72°C para los ciclos posteriores
hasta su terminacién. Como se mueastra en ia fotografia del gel (FIG. 3C), la
amplificaciéon del SNP TSC0087315 (linea 4) usando las temperaturas de
recocido de severidad alta generaron una banda simple del peso molecular
correcto. Al elevar las temperaturas de recocido para cada uno de los tres
primeros ciclos, se elimind la amplificacién no especifica. La amplificacion
de SNP TSCO095512 (linea 2) generd una banda simple. Los SNPs
HC21S00340 (linea 1), y SNP TSC0214368 (linea 3) fallaron la amplificacién
a las temperaturas de recocido de severidad alta, sin embargo, a las
temperaturas de recocido de severidad media, estos SNP se amplificaron
como una banda simple. Estos resultados demuestran que se pueden usar
temperaturas de recocido variables para reducir los productos PCR no
especificos, como se demostrd para SNP TSC0087315 (FIG. 3, linea 4).

EJEMPLO 2

Se analizaron los SNPs en los cromosomas 1 (TSC0095512), 13
(TSC0264580) y 21 (HC21C00027). ElI SNP TSC0095512 se analizd
usando dos juegos diferentes de plantillas, y el SNP HC21S00027 se anali2é
usando dos tipos de reacciones para la incorporacion de nucleétidos.

Preparacién del Templete de ADN

El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5 ml de
sangre obtenida por venipuntura de un voluntario humano con
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consentimiento. El templete de ADN fue aislado usando el Kit QlAmp ADN
Blood Midi, suministrado por QIAGEN (nimero de catdlogo 51183). El
templete de ADN se aislé siguiendo las instrucciones incluidas en el kit.
Seguido del aislamiento, el templete de ADN de treinta y seis voluntarios fue
recolectado y cortado con la enzima de restriccién EcoRl. La digestion de la
enzima de restriccion se realizd segun las instrucciones del fabricante.

Diseiio de la Plantilla

El SNP HC21500340 se amplié por PCR usando el siguiente conjunto
de plantillas:

Primera plantiila:

5 ATAACCGTATGCGAATTCTATAATTTTCCTGATAAAGG 3' (SEC ID No: 17)
Segunda plantilla:

5 CTTAAATCAGGGGCACTAGGTAAACTTCA 3’ (SEC ID No: 18)

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo &',
y la secuencia de nuclebtido para la enzima de restriccibn EcoRl. La
segunda plantilla contenia la secuencia de nucledtido para la enzima de
restriccion BsmF | (FIG. 4A).

Ademds, el SNP HC21500340 se amplié por PCR usando la misma
primera piantilla, pero con una segunda plantilla diferente, con la misma
secuencia:

Segunda plantilla:
5' CTTAAATCAGACGGCTAGGTAAACTTCA 3' (SEC ID No: 19)

Esta segunda plantilla contenia el sitic de reconocimiento para la
enzima de restriccién BeeA | (FIG. 4B).

El SNP TSC0095512 se ampli6 por PCR usando las siguientes
plantillas:

Primera plantilia:
5' AAGTTTAGATCAGAATTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3° (SEC ID No: 11)
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Segunda plantilla:
5" TCTCCAACTAGGACTCATCGAGTAAAG 3' (SEC ID No: 20)

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo 5,
y contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRl.
La segunda piantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion BsmF | (FIG. 4C).

Ademés, el SNP TSC0O0985512 se amplié usando la misma primera
plantilla y una segunda plantilla diferente, con |a siguiente secuencia:

Segunda plantilia:
5 TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3' (SEC ID No: 12)

Esta segunda plantila contenia el sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccién BeeA | (FIG. 4D).

El SNP TSC0264580, que esté localizado en el cromosoma 13, se
amplié usando las siguientes plantilias:

Primera plantilia:

5' AACGCCGGGCGAGAATTCAGTTTTTCAACTTGCAAGG 3’ (SEC ID No: 21)
Segunda plantilla:

5' CTACACATATCTGGGACGTTGGCCATCC 3' (SEC ID No: 22)

La primera plantilla contenia un marcador de bictina en el extremo &',
y tenia un sitio de reconocimiento para ia enzima de restriccion EcoRl. La
segunda plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion BsmF |.

Reaccién PCR
Todos los sitios de interés fueron amplificados del templete de ADN

gendmico usando la reaccién en cadena de polimerasa (Patentes U.S. Nos.
4,683,195 y 4,683,202, incorporadas aqui como referencia).
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En este ejemplo, los sitios de interés fueron amplificados en tubos de
reaccion separados, pero también pudieron ser amplificados juntos en una
reaccion PCR simple. Para especificidad aumentada, se usé una PCR de
“inicio caliente”. Las reacciones PCR se ralizaron usando el kit HotStartTaqg
Master Mix suministrado por Qiagen (No. Catédlogo 203443). La cantidad de
templete de ADN y plantillapor reaccién se puede optimizar para cada sitio
de interés, pero en este ejemplo se usaron 40 ng de templete de ADN
humano gendmico y 5 uM de cada plantilla. Se realizaron 40 ciclos de PCR.
Se usaron las siguientes condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 85°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repetir pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces;
(9) 72°C por 5 minutos,

En el primer ciclo de PCR, la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusion de la region de recocido 3' de las segundas
plantillas, que era de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusion de la region 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que era de 57°C. La
temperatura de recocido en el tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla, que era
de 64°C. La temperatura de recocido de los ciclos restantes fue de 64°C.
Escalando la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los fres
primeros ciclos de PCR, se mejora en gran medida la especificidad. Estas
temperaturas de recocido son representativas y el experto entenderaé que las
temperaturas de recocido de cada ciclo son dependen de las plantilias
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos de desnaturalizacién, recocido y
extensién se pueden optimizar probando diferentes ajustes y usando los
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parémetros que produzcan los mejores resultados. Los productos de PCR
para SNP HC21500027 y SNP TSC095512 se muestran en las FIGS. 5A-
5D.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los producios de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Cada producto de PCR se dividié en cuatro agujeros de reaccion
separados en una placa Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche
Diagnostics GmbH (nimero de catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche
Molecular Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001). Las primeras
plantillas contenian un marcador de biotina 5’ de forma que los productos de
PCR se enlazaron a los agujeros recubiertos de Esirpiavidina, mientras que
el témpleta de ADN gentmico no lo hizo. La reaccidon de ligamiento de
estreptavidina se realizd usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rpm por 20 min., a 37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el
material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X , con cuidadoso
mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1788-1795 (1980)); Kaneoka et
al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18.:6163-
6164 (1980)).

Digestién de la enzima de restriccion de los fragmentos aislados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en los
productos de PCR de la segunda plantilla. Los SNP HC21800027 (FIG. 6A
y 6B) y SNP TSC0085512 (FIG. 6C y 6D) fueron amplificados en reacciones
separadas usando dos segundas piantillas diferentes. La FIG. 6A (SNP
HC21500027) y FIG. 6C (SNP TSC00985512) describen ios productos de
PCR después de la digestibn con la enzima de restriccion BsmF | (New
England Biolabs, nimero de catdlogo R0572S). Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restricciéon. E) SNP TSC0264580 fue digerido con BsmF |.
Después de la digestién con la enzima de restriccién apropiada, los agujeros
fueron lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

125



incorporacién del Nucleédtido Marcado

La digestion de la enzima de restriccibn descrita anteriormente
produjo un fragmento de ADN con una proyeccion &', que contenia el sitio
SNP o sitios de interés y un extremo 3' suspendido. La proyeccion 5'
funcion6é como un templete que permitia la incorporaciéon de un nucledtido o
nucledtidos en presencia de una polimerasa de ADN.

Para cada SNP se realizaron cuatro reacciones de llenado; cada una
de las cuatro reacciones contenia un ddATP marcado fiuorescentemente
diferente (ddATP, ddATP, ddATP o ddATP). Se agregaron los siguientes
componentes a cada reaccién de llenado: 1 ul de un ddATP marcado
fluorescentements, 0.5 ul de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenian
todos los nucledtidos excepto el nucledtide que estaba marcado
fluorescentemente, 2 ul de buffer de secuenasa 10X, 0.25 ul de Secuenasa,
y agua segun se necesite para una reaccion de 20 ul. Todas las reacciones
de llenado se realizaron a 40°C por 10 min. El ddATP marcado no-
fluorescentemente se compré Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminator Cycle Sequencing Core, US 79565). En
presencia de ddhiTPs marcados fluorescentemente, el extremo 3’
suspendido se extendi6é una base, gue corresponde al SNP o sitio de interés
(FiG. 7A-7D).

También se usé una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs no
marcados para la reaccién de ‘llenado” del SNP HC21S00027. Las
condiciones del “llenado” fusron como se describié anteriormente, excepto
que se usd una mezcia que contenia 40 uM de dNTPs marcados, 1 ul de
ddATP marcado fluorescentemente, 1 pl de ddATP marcado
fluorescentemente, 1 ul de ddATP marcado flucrescentemente y 1 ul de
ddATP. Los ddNTPs fluorescentes se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminator Cycle Sequencing Core, US 79565; Amersham
no publicd las concentraciones de los nucledtidos fluorescentes). El SNP
HC21S00027 se digerié con la enzima de restriccion BsmF |, que generd
una proyeccién 5' de cuatro bases. Como se muestra en la FIG. 7E, si el
primer nucledtido incorporado es un ddATP marcado, el extremo 3'
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suspendido es llenado por una base que permite la deteccidn del SNP o sitio
de interés. Sin embargo, si el primer nucledtido incorporado es un dNTP, ia
polimerasa continua incorporando nucledtidos hasta que un ddNTP es
llenado. Por ejemplo, los dos primeros nucledtidos se pueden llenar con
dTNPs, y el tercer nuclebtido con un ddNTP que permite la deteccion del
tercer nucledtido en la proyeccién. De esta forma se puede determinar la
secuencia de la proyecciéon §' entero, lo cual aumenta la informacién
obtenida de cada SNP o sitio de interés.

Despues del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestién con la enzima de restriccidn EcoRl,
segun las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima (FIG. BA-8D). La digestion se realizé por 1 hora a 37°C con
agitacion a 120 rpm.

Deteccién del Sitio de interés

Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, se cargaron 2-
3 ul de ia muestra de 10 puf, en una bandejs de membrana de 48 agujeros
(The Gel Company, nimero de catdlogo TAM48-01). La muestra en la
bandeja fue absorbida con 48 Fiow Membrane Comb {The Gel Company,
numero de catdlogo AM48), y fue insertada en un gel de acrilamida al 5%
(urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel
Packs, numero de catélogo 50691).

La muestra se sometid a electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3
min. La membrane Comb fue removida, y el gel se cormrié por 3 horas en una
Maquina de Secuenciamiento Automatizada ABI 377. El nucleétido marcado
incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

Como se muestra en la FIG. 8A, de la muestra de treinta y seis (36)
individuos, uno de los dos nucleStidos, ya sea adenosina o guanina, se
detectd en SNP HC21S00027. Estos son los dos nucledtidos que se reporta

que existen en SNP HC21S00027 (http://snp.cshi.org/snpsearch.shtmt).
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Uno de los dos nucledtidos, ya sea guanina o citosina, se detecté en
SNP TS00095512 (FIG. 9B). Los mismos resultados se obtuvieron si el sitio
de interés era amplificado con un Segunda plantilla que contenia un sitio de
reconocimiento para BceA |, 0 la segunda plantilla contenfa un sitio de
reconocimiento para BsmF |.

Como se muestra en la FIG. 8C, se detectd uno de los dos
nucledtides en SNP TSC0264580, que fue adenosina o citosina. Estos son
los dos nucledtidos reportados pama este sito SNP
(http://snp.cshi.org/snpsearch.shim]). Ademés, se detectd una timidina a una
base del sitio de interés. En una forma dependiente de la secuencia, la
BsmF | corta algunas moléculas de ADN en la posicién 10/14 y las ofras
moléculaa de ADN, que tienen la misma secuencia, se cortan en la posicion
1115, Cuando la enzima de restriccion se corta a 11 nucledtidos en la
direccién de la cadena, y a 15 nucledtidos en la direccién contraria de la
cadena, el extremo 3’ suspendido estA a una base del sitio SNP. La
secuencia de SNP TSC0264580 indico que |a base inmediatamente anterior
al sitio SNP era una timidina. La incorporacién de un ddNTP marcado en
esta posicién generd un fragmento una base mas pequefio que el fragmento
que fue cortado en la posicién 10/14. De esta forma, las molécuias de ADN
cortadas en la posicién 11/15 proveian Ia informacién de secuencia de la
base inmediatamente anterior al sitio SNP, y las moléculas de ADN cortadas
en la posicidn 10/14 provelan la informacién de secuencia del sitio SNP.

El SNP HC21S00027 se ampli6 usando un Segunda plantila que
contenia el sitio de reconocimiento para BsmF |. Se usdé una mezcla de
ddNTPs marcados y dNTPs no marcados para llenar la proyeccién 5'
genserado por la digestion con BsmF |. Si se incorporaba un dNTP, la
polimerasa continuaba incorporando nucleétidos hasta que un ddNTP era
incorporado. Se generd una poblacién de fragmentos de ADN, cada uno
diferente en una base, que permiti® determinar la secuencia fotal de la

proyeccion.

Como se muestra en la FIG. 9D, se detectd una adenosina, que era
complementaria al nucledtido (una timidina) inmediatamente anterior al SNP
o sitio de interés. Este nucledtido se detectd debido a la propiedad de corte
11/15 de BsmF |, que esta descrita anteriormente en detalle. Se detectaron
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una guanina y una adenosina en el sitio SNP, que son los dos nucledtidos
reportados para el sitio SNP (FIG. SA). Los dos nucledtidos fueron
detectados an el sitio SNP debido a que al pesc molecular de los colorantes
difiere, 0 que permite la separacion de los dos nucledtidos. El siguiente
nucledtido detectado fue una timidina, que es complementaria al nucledtido
inmediatamente aguas abajo del sitio SNP. E| siguiente nucleétido
detectado fue una guanina que era complementaria al nucleétido dos bases
aguas abajo del sitic SNP. Finalmente, se detscid una adenosina, que era
complementaria al tercer nucledtido aguas abajo del sitio SNP. La
informacion de secuencia se obtuvo no solo para el sitio SNP sino para el
nucledtido inmediatamente anterior al sitio SNP y los tres nucleétidos
siguientes.

Ninguno de los sitios de interés contenia una mutacion. Sin embargo,
si ninguno de los sitios de interés albergaba una mutacién que incluye, pero
no se limita a mutacién puntual, insercién, eliminacion, translocacién o
cualquier combinacién de dichas mutaciones, esta se podria identificar por
comparacién con la secuencia de concenso o publicada. La comparacién de
las secuencias atribuldas a cada uno de los sitios de interés, con la
secuencia nativa no relacionada con enfermedad, del gen en cada sitio de
interés, determina la presencia o ausencia de una mutacion en esa
secuencia. El hallazgo de una mutaciéon en la secuencia es luego
interpretada como la presencia de la enfermedad indicada, o una
predisposicién a desarrolla la misma, segun sea apropiado, en ese individuo.
Las cantidades relativas de la secuencia mutada vs. normal 0 no-mutada, se
pueden evaluar para determinar si el sujeto tiene uno o dos alelos de la
secuencia mutada, y de esta forma, determinar si el sujeto es un portador, ©
si la mutacién indicada produce una condicién dominante o recesiva.

EJEMPLO 3
Cuatro sitios de interés en el cromosoma 1 y dos sitios de interés en
el cromosoma 21 fueron amplificados en reacciones PCR separadas, se
recolectaron y se analizaron. Las plantillas fueron diseiiadas de forma que
cada sitio de interés amplificado fuera de tamano diferente, lo que permitia la
deteccién de los sitios de interés.
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Preparacion del Templete de ADN

El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5 ml de
sangre obtenida por venipuntura de un voluntario humano con
consentimiento. Ei templete de ADN fue aislado usando el Kit QIAmp ADN
Blood Midi, suministrado por QIAGEN (numero de catdlogo 51183). EI
templete de ADN se aisld siguiendo las instrucciones incluidas en el kit El
templete de ADN fue aislado de treinta y seis voluntarios humanos, y luego
fue recolectado en una ruestra simpie para andlisis adicional.

Disefio de la Plantilla
El SNP TSC 0087315 se ampli6 usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5' TTACAATGCATGAATTCATCTTTGGTCTCTACCAGTGC 3 (SEC ID No: 15)
Segunda plantilla:

5 TGGACCATAAACGGCCAAAAACTGTAAG 3' (SEC ID No: 18)

El SNP TSC0214366 se amplié usando (as siguientes piantiilas:

Primera plantilla:

5 ATGACTAGCTATGAATTCGTTCAAGGTAGAAAATGGAA 3' (SEC ID No: 13)
Segunda plantilla:

5 GAGAATTAGAACGGCCCAAATCCCACTC 3' (SEC iD No: 14)

El SNP TSC 0413944 se ampli6é usando las siguientes plantillas:
Primera plantilia:

5' TACCTTTTGATCGAATTCAAGGCCAAAAATATTAAGTT ¥ (SEC ID No: 23)
Segunda plantilla:

5' TCGAACTTTAACGGCCTTAGAGTAGAGA 3 (SEC 1D No: 24)

El SNP TSC0095512 se amplié usando |as siguientes plantillas:
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Primera plantilla:

5 AAGTTTAGATCAGAATTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3’ (SEC ID No: 11)
Segunda plantilla:

5' TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3' (SEC ID No: 12)

Ei SNP HC21S00131 se amplié usando las siguientes plantillas:

Primera plantilia:
5'CGATTTCGATAAGAATTCAAAAGCAGTTCTTAGTTCAG 3' (SEC ID No: 25)
Segunda plantilla:
5 TGCGAATCTTACGGCTGCATCACATTCA 3' (SEC ID No: 26)

El SNP HC21S00027 se amplié usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5 ATAACCGTATGCGAATTCTATAATTTTCCTGATAAAGG 3' (SEC ID No: 17)
Segunda plantilla:

5" CTTAAATCAGACGGCTAGGTAAACTTCA 3 (SEC ID No: 19)

Para cada SNP, la primera plantila contenfa un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccién EcoRl y tenia un marcador de
biotina en el extremo 5. La segunda piantilla, usada para amplificar cada
SNP, contenla un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BceA
I

Reaccién PCR

Las reacciones PCR se realizaron como se describe en el ejemplo 2,
exceplo que se usaron las siguientes temperaturas de recocido: Ila
temperatura de recocido para el primer ciclo de PCR fue de 37°C por 30
segundos, la temperatura de recocido para el segundo ciclo de PCR fue de
57°C por 30 segundos y la temperatura de recocido para el tercer ciclo de
PCR fue de 64°C por 30 segundos. Tados los ciclos posteriores tuvieron la
misma temperatura de 64°C por 30 segundos. Se realizaron treinta y siete
(37) ciclos de PCR. Después de la PCR, % del volumen fue removido de
cada reaccion y combinado en un tubo sencillo.
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Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR (ahora combinados en una muestra, y
referidos como “la muestra®) fueron separados del templete de ADN
genémico como se describe en el Ejempio 2, excepto que la muestra fue
enlazada a un agujero simple de una placa microtituladora de Estreptavidina.

Digestién de la Enzima de Restriccién de los Fragmentos Alslados

La muestra fue digerida con la enzima de restriccion BceA |, que
enlazd el sitio de reconocimiento de la segunda plantilla. Las digestiones de
la enzima de restriccibn se realizaron siguiendo las instrucciones del
proveedor de la enzima. Depués de la digestion de la enzima de restriccion,
los agujeros fueron lavados tres veces con PBS 1X

Incorporacién de Nucledtidos

La digestion de la enzima de restriccibn descrita anteriormente
produjo moléculas de ADN con una proyection 5, que contenia et sitio SNP
o sitios de interds, y un extremo 3' suspendido. La proyeccién 5’ funciond
como un templete gque permitia la incorporacién de un nuclettido en
presencia de una polimerasa de ADN.

Se usaron los siguientes componentes para la reaccién de llenado: 1
ul de ddATP marcado fluorescentemente; 1 ul de ddTTP marcado
fluorescentemente; 1 wl de ddGTP marcado fluorescentemente; 1 ul de
ddCTP marcado fluorescentemente; 2 pul de buffer de secuenasa 10X, 0.25
pl de Secuenasa, y agua segun se necesite para una reaccion de 20 pl. La
reaccién de llenado se realizd a 40°C por 10 min. Todos los reactivos de
marcado se obluvieron en Amersham (Kit Thermo Sequenase Dye
Terminator Cycle Sequencing Core, US 79565); la concentracién de los
ddNTPs provelda en el kit es propietaria, y no es publicada por Amhersham).
En presencia de ddNTPs marcados fluorescentemente, el extremo 3'
suspendido se llené una base, que cormesponde al SNP o sitio de interés.
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Después de la incorporacién del nucleétido, el streptawell fue lavado
tres veces con PBS 1X (100 pl). Los fragmentos de ADN “lienados” fueron
luego liberados del streptawell mediante la digestion con la enzima de
restriccion EcoRl, siguiendo las instrucciones del fabricante. La dibestibn 56
llevd a cabo durante 1 hora a 37°C con agitacion a 120 rpm.

Deteccion del Sitio de interés

Después de la liberacion de |a matriz de estreptavidina, se cargaron 2-
3 ul de la muestra de 10 pl, en una bandeja de membrana de 48 agujeros
(The Gel Company, nimero de catdlogo TAM48-01). La muestra en la
bandeja fue absorbida con un 48 Flow Membrane Comb (The Gel Company,
nimero de catdlogo AMA48), y fue insertada en un gel de acrilamida al 5%
(urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel
Packs, niimero de catélogo 50891).

La muestra se sometié a electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3
min. La membrane Comb fue removida, y el gel se corrié por 3 horas en una
M4aquina de Secuenciamiento Automatizada ABI 377. El nucleétido marcado
incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

Las plantillas fueron disefiadas de forma que cada sitio de interés
ampilificado fuera de diferente tamafio. Como se muestra en la FIG. 10,
cada sitio de interés amplificado diferia en cerca de 5-10 nucleétidos, 1o que
permitié separar los sitios de interés entre s{ mediante electroforesis en gel.
Se detectaron dos nucledtidos para SNP TSC0087315, que eran guanina y
citosina. Estos son los dos nucleétidos reportados que existen en SNP
TSC0087315 (hitp://anp.cshl.org/snpsearch.shtml). La muestra comprend(a
templete de ADN de 36 individuos, y como ias moléculas de ADN que
incorporaron una guanina diferfan en peso molecular de las que incorporaron
citosina, se observaron distintas bandas para cada nucleétido.

Se detectaron dos nucledtidos en SNP HC21S00027, que fueron
guanina y adenodina (FIG. 10). Los dos nucledtidos reportados para este

gition SNP son guanina y adenosina (hitp://snp.cshl.orq/snpsearch.shiml).
Como se discutid anteriormente, la muestra contenia templete de ADN de
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treinta y seis individuos, y se esperaria que ambos nucledtidos estuvieran
representados en la muestra. El peso molecular de {os fragmentos de ADN
que incorporaron una guanina era distinto del los fragmentos de ADN que
incorporaron una adenosina, lo que pemitid la deteccién de ambos
nucledtidos.

El nucledtido citosina se detecté en SNP TSC0214366 (FIG. 10). Los
dos nucledtidos que se reporia que existen en esta posicion SNP son

timidina y citosina .//spp.cshl.org/ shtml).

El nucleétido guanina se detecté en SNP TSC0413944 (FIG. 10). Los
dos nucledtidos que se reporta que existen en este SNP son guanina y
citosina.

El nucledtido citosina se detectd en SNP TS000095512 (FIG. 10). Los
dos nucledtidos que se reporia que existen en este sition SNP son guanina y

citosina (http://snp.cshl.orgy/snpsearch. shiml).

El nucledtido detectado en SNP HC21500131 fue guanina. Los dos
nucledtidos que se reporta que existen en este sitio SNP son guanina y

adenosina (m;[lsng.csbl.omlsnpseard\.shtml).

Como se discutié anteriormente, la muestra contenia templetes de
ADN de treinta y seis individuos, y se esperaria que ambos nucledtidos en
los sitios SNP estuvieran representados. Pama SNP TSCO0413944,
TSC0095512, TSC0214366 y HC21S00131 uno de los dos nucledtidos fue
detectado. Es probable que ambos nucleétidos reportados que existen en
estos sitios SNP estén presentes en la muestra, pero que un colorante
fluorescente domine al otro. El peso molecular de las moléculas de ADN
que incorporaron un nucledtido no permite la separacion eficiente de las
moléculas de ADN gue incorporaron al otro nucledtido. Sin embargo, los
SNPs se separaron faciimente entre si, y para cada SNP se incorporé un
nucledtido adecuado. Se determinaron las secuencias de mtiltiples sitios de
interés de muiltiples cromosomas que fueron tratadas en una muestra simple
después de la PCR.
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Se lievé a cabo una reaccién simple que contenia ddNTPs marcados
fluorescentemente con ia muestra que contenia los miltiples sitios de
interés. Alternativamente, se pueden realizar cuatro reacciones de llenado
separadas, en donde cada reaccion contiene un nucledtido marcado
fluorescentemente (ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP), y ddNTPs no
marcados (Ver Ejemplo 2, FIGS. 7A-TD y FIGS: 9A-C). Llas cuatro
reacciones de “llenado” separadas permiten la deteccién de cualquier
nucledtido presente en los sitios de interés. Por ejemplo, si se analiza una
muestra que contiene multiples sitios de interés de un individuo simple, y
dicho individuo simple es heterocigético en uno 0 més sitios de interés, se
pueden usar las cuatro reacciones de “llenado” separadas para determinar
los nucledtidos en los sitios de interés heterocigéticos.

Ademas, al analizar una muestra que contiene templetes de muitiples
individuos, las cuatro reacciones de "lienado” separadas permitirdn la
deteccidn de los nucledtidos presentes en la muestra, independiente de que
tan frecuente se encuentra un nucledtido en el sitio de interés. Por ejemplo,
si una muestra contiene templetes de ADN de 50 individuos, y 49 de los
individuos tienen una timidina en el sitio de interés, y un individuo tiene una
guanina, la realizaciéon de las cuatro reacciones de “llenado” separadas, en
donde cada reaccidn de “llenado” se corre en una linea separada o un gel,
como en las FIGS. 9A-9C, permitird la deteccién de la guanina. Al analizar
una muestra que contiene multiples templetes de ADN, las reacciones de
“llenado” multiples aliviardn la necesidad de distinguir miltiples nucleétidos
en un sitio singular de interés por medio de las diferencias en masa.

En este ejemplo se analizaron polimorfismos de nucledtido simple.
También es posible determinar la presencia o ausencia de mutaciones que
incluyen, pero no se limitan a muiaciones puntuales, transiciones,
transversiones, translocaciones, inserciones y eliminaciones de miltiples
sitios de interés. Los miltiples sitios de interés pueden ser de un
cromosoma simple 0 de miiltiples cromosomas. Los muiltiples sitios de
interés pueden ser de un gen simple o de m(ltiples genes.

La secuencia de muiltiples sitios de interés que causa ¢ predispone a
un fenotipo de enfermedad se puede determinar. Por ejempio, se puede
amplificar de uno a decenas, a cientos, a miles de genes implicados con
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cdncer o cualquier otra enfermedad. Las plantillas se pueden disefiar de
forma que cada sitio de interés amplificado sea de diferente tamaifio.
Después de la PCR, los sitios de interés amplificados se puedn combinar y
tratar como una muestra simple. Altemativamente, los muiltiples sitios de
interés se pusden amplificar en una reacién de PCR o, el niimero total de
sitios de interés, por ejempio 100, se puede dividir en muestras, por ejemplo
10 sitios de interés por reaccién de PCR, y luego ser recolectados. Como se
demuestra aqui, se puede determinar la secuencia de los miiltiples sitios de
interés. De esta forma, se puede determinar en una reaccion la secuencia
de uno a decenas, a cientos, a miles de genes que predisponen o causan un
fenotipo de enfermedad.

EJEMPLO 4

La habilidad para determinar la secuencia o detectar anormalidades
cromosémicas de un feto usando ADN fetal libre en una muestra de una
hembra embarazada que se ha dificultado por el bajo porcentaje de ADN
fetal libre. Aumentando el porcentaje de ADN feial libre se mejoraria la
deteccién de la mutacién, insercién, eliminacién, translocacion, transversién,
monosomia, trisom(a, trisomia 21, trisomfa 18, trisom(a 13, XXY, XXX, otras
aneuoplodias, eliminacién, adicién, amplificacién, translocacién vy
redistribucion. El porcentaje de ADN fetal en el plasma obtenido de una
hembra embarazada se determiné en ausencia y en presencia de inhibidores
de lisis de célula. Se usd un marcador genético en el cromosoma Y para
caicular el porcentaje de ADN fetal.

Preparacion del Templete de ADN

El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5 ml de
sangre obtenida por wvenipuntura de un voluntario humano con
consentimiento. La sangre fue alicuotaza en dos tubos (Fischer Scientific,
tubos Vacuette con 5 ml de EDTA, nimero de catdlogo NC8897284). Se
agregd formaldehido a uno de los tubos (25 pl/ml de sangre). La muestra en
el ofro tubo permaneci6 sin tratar, excepto por la presencia de EDTA. Los
tubos fueron agitados a 100 rpm por diez minutos. Dos mililitros del
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sobrenadante (el plasma) de cada muestra fueron transferidos en un nuevo
tubo y se agitaron a 3000 rpm por diez minutos. Se usaron 800 pl de cada
muestra para la purificacién del ADN. El ADN fue aislado usando el Kit
Qiagen Midi para purificacion del ADN de las células de sangre (Kit QIAmp
ADN Blood Midi, numero de catdlogo 51183). El ADN fue eluido en 100 pl
de agua destilada. Se obtuvieron dos templetes de ADN: uno de la muestra
de sangre tratada con EDTA, y una de la muestra de sangre tratada con
EDTA y formaldehido.

Disefio de la Plantilla

Se usaron dos juegos diferentes de plantillas: un juego de plantilias
era eapecifico para el cromosoma Y, y de esta forma especifico para el ADN
fetal, y el ofro juego de piantillas se disef\d para amplificar el gen de fibrosis
quistica que estaba presenie en e! templete de ADN matermo y el templete
de ADN fetal.

En este ejemplo, la primera y segunda plantillas fueron disefiadas de
forma que la secuencia entera de 5’ y 3' de cada plantilla se cociera al
templete de ADN. En este ejemplo, el feto tenia un genotipo XY, y el
cromosoma Y se usé como un marcador de la presencia del ADN fetal. Se
disefiaron las siguientes piantillas para amplificar el gen SRY del cromosoma
Y.

Primersa plantilla:

5 TGGCGATAAAGTCAAATTCGC 3' (SEC ID No: 283)

Segunda plantilla:

5' CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT 3’ (SEC ID No: 264)

Las plantillas fueron disefladas para amplificar cualquier gen o regién
de una regién, o cuaiquier parte de cualquier cromosoma se podria usar
para detectar el ADN patemno y el ADN fetal. En este ejemplo, se usaron las
siguientes plantillas para amplificar el gen de fibrosis quistica:

Primera plantilla:

5 CTGTTCTGTGATATTATCGTGTGGT 3' (SEC ID No: 265)
Segunda plantilia:

5 AATTGTTGGCATTCCAGCATTG 3' (SEC ID No: 268)
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Reaccién PCR

El gen SRY y el gen de fibrosis quistica fueron amplificados del
templete de ADN genémico usando PCR (Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y
4,683,202). Para especificidad aumentada se usé una reaccion de PCR de
“inicio caliente”. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catdlogo
203443). Para la amplificacién del gen SRY, el ADN eluido en una columna
de purificacién Quagen se diluyd seriaimente 1:2. Para la amplificaciéon del
gen de fibrosis qulstica, el ADN de la columna de purificacién Quagen fue
diluido 1:4, y luego seriaimente diluido 1:2. Se usaron los siguientes
componentes para cada reaccién de PCR: 8 ul de templete de ADN (diluido
0 no diluido), 1 pl de cada plantilla (5uM), 10 ul de HotStar Tag Mix. Se
usaron las siguientes condiciones de PCR.:

(1) 95°C por 15

(2) 94°C por 1'

(3) 54°C por 15"

(4) 72°C por 30"

(5) Repite pasos 2-4 por 45 ciclos
(6) 10'a 72°C

Quantificacién del ADN Fetal

Los templetes de ADN que fueron eluidos en las columnas Qiagen
fueron diluidos seriaimente a las siguientes concentraciones: 1.2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, y 1:4096. La
amplificacion del gen SRY se llevd a cabo usando los templetes que no
estaban diluidos, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512. La
amplificacién del gen de fibrosis quistica se llevé a cabo usando templetes
de ADN que estaban diluidos 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:258, 1:512,
1:1024, 1:2048 y 1:4096. Se realizaron las mismas series de dilucion con los
templetes de ADN que fueron purificados de la muestra de piasma tratada
solo con EDTA, y la muestra tratada con EDTA y formaldehido.
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Los resultados de las reacciones de PCR usando templete de ADN
que fue aislado de la muestra de plasma tratada con EDTA se muestran en
el FIG. 11A. El gen SRY fue amplificado del templete de ADN no diluido, y
también en la muestra que fue diluida 1:2 (FIG. 11A). El gen SRY no fue
amplificado en las siguientes siete diluciones seriales. Por otra parte, el gen
de fibrosis quistica se detecté en las diluciones seriales hasta 1:256. Se
esperaba una mayor presencia del gen de fibrosis quistica debido al alto
porcentaje de ADN matemo presente en el plasma. Se asumié que la
muestra de la ditima dilucion que proveyd la amplificacién del producto gen,
tenia una copia del gen de fibrosis quistica o del gen SRY.

Los resultados de las reacciones de PCR usando el templete de ADN
que fue aislado de ia muesira de plasma tratado con formaidehido y EDTA
se muestran en la FIG. 11B. E! gen SRY fue amplificado del templete de
ADN no diluido, y también en la muestra que estaba diluido a 1:2 (FIG: 11B).
El gen SRY no fue amplificado en las siguientes seis diluciones. Sin
embargo, en Ia dilucién 1:256 se detectd el gen SRY. No es probable que la
amplificacion en la muestra 1:256 represente una sefial real porque las seis
series de diluciones anteriores fueron todas negativas para la amplificacién
de SRY. La amplificacién del gen SRY en esia muestra fue probablemente
un artefacto experimental producto del uso de un alto mimero de ciclos de
PCR. Asl, la muestra 1:256 no se usé para el célculo de la cantidad de ADN
fetal presente en la muestra.

La amplificacién del gen de fibrosis quistica se detecté en la muestra
que estabas diluida 1:16 (FIG. 11B). La presencia de formalina evita la lisis
de célula matermna, y de este modo, hay un bajo porcentaje de ADN matemo
en la muestra. Este es un contraste fuerte con ia muestira que fue tratada
solo con EDTA y que soportd la amplificacién hasta la dilucién 1:256.

El porcentaje de ADN fetal presente en el plasma matemo se calculé
usando la siguiente formula:

% ADN fetal = (cantidad de gen SRY/Cantidad de gen de fibrosis
quistica)*2*100
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La cantidad de gen SRY estaba representada por el valor de la mas
alta dilucién en la que el gen estaba amplificado. Asimismo, la cantidad de
gen de fibrosis quistica estaba representado por el valor de ia mds aita
dilucién en la que el gen estaba amplificado. La formula contiene una factor
de multiplicacién de dos (2), que se usa para normalizar el hecho de que
solo hay una copia del gen SRY (localizado en el cromsoma Y), mientras
que hay dos copias del gen de fibrocis quistica.

Para el ejemplo anterior, el porcentaje de ADN fetal presente en la
muesira que fue tratada solo con EDTA fue de 1.56% (2/256 * 2 * 100). El
porcentaje reportado de ADN fetal presente en el plasma esta entre 0.39-
11.9% (Pertl and Bianchi, Obstetrics and Gynecology, Vol. 98, No. 3, 483-
490 (2001). El porcentaje de ADN fetal en la muestra tratada con formalina y
EDTA fue de 25% (2/16 * 2 * 100). El experimento se repitié varias veces y
cada vez |la presencia de formalina aumentd el porcentaje total de ADN fetal.

Se calculd el porcentaje de ADN fetal de dieciocho muestras con y sin
formalina como se describié anteriormente, con la excepcion que se hicieron
diluciones seriales de 1:5. Como sa realizaron diluciones seriales 1:5, la
ultima dilucién serial que permitid la deteccién del gen SRY o del gen de
fibrosis quistica puede haber tenido una copia del gen o puede haber tenido
4 copias del gen. Los resultados de las dieciocho muestras con y sin
formalina estdn resumidos en la Tabla V. El bajo rango asume que la Litima
muestra de dilucidn tenla una copia de {08 genes, y el alto rango asume que
la ditima dilucién tenia cuatro copias de [os genes.

Tabla V. Porcentaje Medio de ADN Fetal con y sin formalina

Muestra Rango Bajo Rango Alto
Formalina 19.47 43.69
Sin Formalina 7.7 22.1

Se alcanzé un aumento giobal en el ADN fetal mediante la reduccién
de la lisis de célula matermna, reduciendo as{ la cantidad de ADN matemo
presente en la muestra. En este ejemplo se usd formaldehido para evitar la
lisis de las células, sin embargo, se puede usar cualquier agente que evita la
lisis de las células o aumenta ia integridad estructural de las células. Se
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pueden usar dos 0 mas inhibidores de lisis de célula. El aumento en el ADN
fetal en el plasma materno permite determinar ia secuencia ‘del ADN fetal, y
provee la detecci'n rdpida de secuencias anormales de ADN o
anormalidades cromosémicas que incluyen, pero no se limitan a mutacion
puntual, cambio en el marco de lectura, transicién, transversion, adicion,
insercion, eliminacién, adicién-eliminacién, cambio de marco, sin sentido,
mutacién reversa, alteracién microsatelitgl” trisomia, monosomla, otras
aneuploidias, amplificacién, redistribucion ’ﬁnsloeaclon transversion,
eliminacién, adicién, amplificacion, fragmento, ifanslocacion y redistribucién.

EJEMPLO 5
Se analizé un templete de ADN de un individuo con un genotipo de
trisomia 21. Se analizaron tres sitios de interés en el cromosoma 13 y se
analizaron dos sitios de interés en el cromosoma 21.
Preparacidn del Templete de ADN
El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5 ml de

sangre obtenida por venipuntura de un voluntario humano con
consentimiento. El humano voluntario habia sido genotipado previamente

que tenia un cromosoma 21 adicional (trisomia 21). El templete de ADN fue’

aislado usando el Kit QIAmp ADN Blood Midi, suminisirado por QIAGEN
(nuimero de catdlogo 51183).

Disefio de la Plantilla

Se analizaron los siguientes cinco polimorfismos de nucleétido simple:
SNP TSC 0115603 localizado en el cromosoma 21; SNP TSC 03209610
localizado en el cromosoma 21; SNP TSC 0198557 localizado en el
cromosoma 13; y SNP TSC 0200347 localizado en el cromosoma 13. Se
usé el templete de ADN de otro individuo como un control interno. El SNP
TSC 0200347, que se identificd previamente como homocigético para
guanina se usd como control intemo. Se puede acceder a la base da datos
SNP Consortium Ltd., en la pagina web http://snp.cshl.org/, direccion en la
red vigente desde el 1 de Abril de 2002.
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El SNP TSC 0115603 se amplid usando las siguientes plantilias:

Primera plantilla:

5 GTGCACTTACGTGAATTCAGATGAACGTGATGTAGTAG 3' (SEC ID No: 267)
Segunda plantilla:

5 TCCTCGTACTCAACGGCTTTCTCTGAAT 3' (SEC ID No: 268)

La primera plantilla estaba bictintilado en el extremo &' y contenia un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoR |. La segunda
plantilia contenia el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién
BeeA |.

El SNP TSC 0305610 se amplié usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5 TCCGGAACACTAGAATTCTTATTTACATACACACTTGT 3' (SEC ID No: 269)
Segunda plantilla;

5' CGAATAAGGTAGACGGCAACAATGAGAA 3' (SEC ID No: 270)

La primera plantilla contenia un grupo biotina en el extremo 5' y un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoR . La segunda
plantilla contenia el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién
BeeA |

El SNP (ss) 813773 referido (numero de acceso asignado por la base
de datos del NCBI SNP Referido (ss)) se amplié con las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5' CGGTAAATCGGAGAATTCAGAGGATTTAGAGGAGCTAA 3' (SEC ID No: 271)
Segunda plantilia:

5 CTCACGTTCGTTACGGCCATTGTGATAGC 3' (SEC ID No: 272)

La primera plantilla contiene un grupo biotina en el extremo §' y un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoR |. La segunda
plantilla contenia el sitio de reconocimiento pama la enzima de restriccion
BeceAl



El SNP TSC 0198557 se amplié con las siguientes plantilias:

Primera plantilla:

&' GGGGAAACAGTAGAATTCCATATGGACAGAGCTGTACT 3' (SEC ID No: 273)
Segunda plantilla:

5' TGAAGCTGTCGGACGGCCTTTGCCCTCC 3’ (SEC ID No: 274)

La primera plantilla contiene un grupo biotina en el extremo 5’ y un
sitioc de reconocimiento para la enzima de restriccién EcoR |. La segunda
plantilla contenia el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién
BeceA |.

El SNP TSC 0197279 se amplié con las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5 ATGGGCAGTTATGAATTCACTACTCCCTGTAGCTTGTT 3' (SEC ID No: 275)
Segunda plantilla:

5 TGATTGGCGCGAACGGCACTCAGAGAAGA 3' (SEC ID No: 276)

La primera plantilla contenia un grupo biotina en el extremo §' y un
sitio de reconocimienio para la enzima de restriccion EcoR |. La segunda
plantilla contenia el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BeeAll.

El SNP TSC 0200347 se ampli6 con las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5' CTCAAGGGGACCGAATTCGCTGGGGTCTTCTGTGGGTC 3' (SEC ID No: 277)
Segunda plantiila:

5 TAGGGCGGCGTGACGGCCAGCCAGTTGGT 3’ (SEC ID No: 278)

La primera plantilla contenfa un grupo biotina en el extremo 5’ y un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién EcoR |. La segunda
plantilla contenia el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién
BeeA .
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Reaccién PCR

Todos los cinco sitios de interés fueron amplificados del templete de
ADN gendémico usando PCR (Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202).
Para especificidad aumentada se usé una reaccion de PCR de "inicio
caliente”. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (numero de catalogo
203443). La cantidad de templete de ADN y plantilla por reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés;, en este ejemplo se usaron 40 ng de
templete de ADN gendmico humano y 5 uM de cada primer. Se llevaron a
cabo treinta y ocho ciclos de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de
PCR para SNP TSC 0115603, SNP TSC 0309610 y SNP TSC 02003437:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 42°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 60°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 69°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (37) veces
(9) 72°C por 5 minutos.

Se usaron las siguientes condiciones de PCR para SNP 88813773,
SNP TSC 0198557 y SNP TSC 0197279:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos,;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (37) veces; y
(9) 72°C por 5 minutos.
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En el primer ciclo de cada PCR la temperatura de recocido estaba
cerca de la temperatura de fusién de la regién de recocido 3' de la segunda
plantilla. La temperatura de recocido en el segundo ciclo de PCR estaba
cerca de la temperatura de fusién de la regién 3', que se recoce al templete
de ADN de la primera plantilla. La temperatura de recocido del tercer ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la secuencia entera de
la segunda plantilla. La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a
TM2 a TM3 en los tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad
grandemente. Estas temperaturas de recocido son representativas, y el
experto entenderd que ias temperaturas de recocido de cada ciclo dependen
de las plantillas especificas usadas. Las temperaturas y tiempos para la
desnaturalizacién, recocido y extension se pueden optimizar probando varios
ajustes y usando los parémetros que produjeron los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados de los componentes de la
reaccién de PCR usando el Kit de Purificacion de PCR MinElute de Qiagen,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Nimero de catélogo 28006). Los
productos de PCR fueron eluidos en 20 ul de agua destilada. Para cada
SNP amplificado se mezclaron un microlitro de producto de PCR, 1 pl de
ADN de control intemo amplificado (SNP TSC 0200347), y 8 ul de agua
destilada. Cinco microlitros de cada muestra se colocaron en dos agujeros
de reaccién separados en una placa microtituladore Pierce Streptawell
(nimero de catdlogo 15501). Las primeras plantillas contenlan un marcador
de biotina 5’ de forma que los productos de PCR se enlazaron a los agujeros
recubriertos de Estreptavidina, mientras que el templete de ADN gendmico
no lo hizo. La reaccién de ligamiento de estreptavidina se realiz6 usando un
Termomezclador (Eppendorf) a 150 rpm por 1 hora a 45°C. Cada agujero
fue aspirado para remover el material no enlazado, y fue lavado tres veces
con PBS 1X, con cuidadoso mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res.
18:1789-1795 (1690)); Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1891); Green
et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-6164 (1990)).



Digestién de la enzima de restriccién de los fragmentos alslados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccién que se enlaza al sitioc de reconocimiento incorporado en los
productos de PCR de la segunda plantilla. Los productos de PCR fueron
digeridos con la enzima de restriccién BeeA | (New England Biolabs, mimero
de catdlogo R0623S). Las digestiones fueron realizadas en los agujeros de
la placa microtituladora siguiendo las instrucciones suministradas con la
enzima de restriccién. Después de la digestién con la enzima de restriccién
apropiada, los agujeros fueron lavados tres veces con PBS para remover los
fragmentos clivados.

Incorporacién del Nucledtido Marcado

La digestion de la enzima de resiriccidn descrita anteriormente
produjo un fragmento de ADN con una proyeccién &', que contenia el SNP y
un extremo 3' suspendido. La proyeccién 5' funcioné como un templete que
permitia la incorporacién de un nucledtido o nucledtidos en presencia de una
polimerasa de ADN.

Para cada SNP se realizaron dos reacciones de llenado; cada
reaccién contenia un ddATP marcado fluorescentemente diferente (ddATP,
ddATP, ddATP o ddATP, dependiendo de los nucledtidos reportados que
existen en un SNP particular). Por ejemplo, se ha reportado que los
nucleétidos adenina y timidina existen en SNP TSC 0115603. Por lo tanto,
el producto de PCR digerido para SNP TSC 0115603 se mezcié ya sea con
ddATP marcado fluorescentemente o ddATP marcado fluorescentemente.
Cada reaccién contenia ddATP marcado fluorescentemente para el control
intemo. Se agregaron los siguientes componentes a cada reaccién de
llenado: 2 pl de un ddATP ROX-conjugado {(control intemo), 2.5 ul de buffer
de secuenasa 10X, 2 ul de Secuenasa, y agua segun se necesite para una
reaccién de 25 pl. Todas las reacciones de llenado se realizaron a 45°C por
45 min. Sin embargo, se pueden usar periddos de incorporacién mas cortos.
Los ddNTPs marcados no-fluorescentemente se compraron en Fermentas
Inc. (Hanover, MD). Los ddNTPs ROX-conjugados se obtuvieron en Perkin
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Elmer. En presencia de ddNTPs marcados fluorescentemente, el extremo 3'
suspendido se extendié una base, que corresponde al SNP o sitio de interés.

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestibn con la enzima de restriccion EcoRl,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La digestion se realizé por 1
hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.

Deteccidn de los Sitios de Interés

Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, se cargaron 3
pl de la muestra de 10 yl, en una bandeja de membrana de 48 agujeros (The
Gel Company, numero de catdlogo TAM48-01). La muestra en la bandeja
fue absorbida con un 48 Flow Membrane Comb (The Gel Company, niimero
de catdlogo AM48), y fue insertada en un gel de acrilamida al 5% (urea) de
36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs,
nimero de catélogo 50691).

La muestra se sometié a electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3
min. La membrane Comb fue removida, y el gel se corrié por 3 horas en una
Maquina de Secuenciamiento Automatizada ABI 377. El nucledtido marcado
incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

Como se muestra en la FIG. 12, el SNP TSC 0115603 fue “llenado”
con ddTTP marcado (Iilnea 1) y, en una reaccién separada, con ddATP
marcado (linea 3). La relacién calculada entre nucledtidos, usando datos en
bruto fue de 66:34, que es consistente con la relacién tebrica de 66:33 para
un SNP en el cromosoma 21 de un individuo con frisomia 21. Ambos,
ddTTP y ddATP fueron marcados con el mismo colorante fluorescente para
minimizar la variabilidad en las eficiencias de incoroporacién de los
colorantes. Sin embargo, se pueden usar nucledtidos con diferentes marcas
fluorescentes 0 se puede usar cualquier marca detectable. Es preferible
calcular los coeficientes de incorporacién cuando se usan diferentes marcas.
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Cada reaccién de lienado se realizé en un agujero separado de forma
que fuera posible la variabilidad de ligamiento de ADN entre agujeros de la
placa microfituladora. Se usé un control intemo para contar la variabilidad
potencial de ligamiento de ADN a las placas recubiertas de estreptavidina.
El control intemo (SNP TSC 0200347), que es homocigética para guanina,
se agregd a la muestra antes de dividiria en dos agujeros separados, y asi,
una cantidad igual de control intemo debe estar presente en cada agujero.
La cantidad de ddGTP incorporado se puede fijar entre dos reacciones. Sila
cantidad de ADN en cada agujero es igual, la cantidad de ddGTP
incorporado debe ser igual debido a que la reaccion se realiza a condiciones
de saturacién, definiendo condiciones de saturacién como las condiciones
que soportan la incorporacién de un nucleétido en cada molécula templete.
La relacién de ddATP a ddTTP incorporado fue de 63.4:36.6 usando el
control intemo. Esta relacién es muy similar a la relacion obtenida con los
datos en bruto que indican diferencias menores en las dos reacciones de
llenado en un SNP particular.

Tabla VI. Frecuencias de Alelo en Miiltiples SNPs en un templete de
ADN de un Individuo con Trisomia 21

SNP Alelo | Area | Relacién | Control Area pico normalizada Relaclén
Pico | de Alelo | intemo de alelo
(%)
TSC A 55680 | 66 723 55806 63.4
0115603 | T 2951 | 34 681 3227 (723/881)"2651) 386
TSC T 4126 | 64 1424 | 4126 68.8
0309610 | C 2342 | 38 1631 | 2045 (1424/1631)*2342) | 33.2
Ss A 4199 | 48 808 4199 41
813773 |C 4870 | 54 647 6082 ((808/847)*4870) 50
TSC T 3385 | 55 719 3385 49
0188557 | C 2741 | 45 559 3525 (719/558)*2741 51
TSC T 8085 | 53 2752 | 8085 50.7
0197279 | C 7202 | 47 2520 | 7885 (275225207202 | 48.3

El SNP TSC 0309610 se liend con ddTTP (linea 3) o ddCTP (linea 4)
(FIG. 12). La relacién calculada de nucledtidos, usando datos en bruto fue
de 64:36. Ambos, ddTTP y ddCTP fueron marcados con el mismo colorante
fluorescente. Después de la nomalizacién al control intemo, como se
discutié anteriormente, la relacién calculada de ddTTP a ddCTP fue de
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66.8:33.2 (Tabla VI). De nuevo, ambas relaciones calculadas de los datos
en bruto y la relacién calculada usando en control intemo son muy similares
a la relacién tedrica de 86.8:33.4 para un SNP del cromosoma 21 de un
individuo con trisomia.

Para demostrar que las relaciones 68:33 de nucledtidos en SNP
heterocigéticos representaban sitios en los cromosomas presenies en las
tres copias, se analizaron los SNPs an el cromosoma 13. El individuo de
quien se obtuvo la muestra habla sido previamente genotipado con un
cromosoma materno 13, y un cromosoma patermno 13.

El SNP (s8) 813773 se llené con un ddATP (linea 5) o ddCTP (linea 6)
(FIG. 12). La relacién calculada para los nucledtidos en este SNP
heterocigético, usando los datos en bruto fue de 46:54. Esta relacién esta
entre el 10% de la relacion esperada de 50:50. Lo que es mas importante, la
relacién no se aproxima a la relacion esperada 66:33 cuando hay una copia
adicional de un cromosoma.

Después de la normalizacién al control interno, la relacién calculada
fue 41:59. Contrario al resultado esperado, ia normalizacién al control
intemo aumentd la discrepancia entre la relacién caculada y la relacién
tedrica. Este resultado puede representar un error expearimental que ocurrié
al alicuotar las muestras de ADN.

Ademds, es posible que la enzima de restricciéon usada para generar
la proyeccién, que se usd como un tempiete para la reaccién de llenado,
corte un templete de ADN preferencialmente sobre el otro templete de ADN.
Los dos templetes difieren, con respecto al nucleétido en el sitio SNP y esto
puede influenciar el corte. Las plantillas se pueden disefiar de forma que los
nucledtidos adyacentes al sitio de corte sena los mismos, independiente del
nucledtido en el sitic SNP (méds discutido enla seccion titulada “Disefio de la
Plantilla®).

El SNP TSC 0198557 que estd en el cromosoma 13 se llend con
ddTTP (linea 7) en una reaccién, y con ddCTP (linea 8) en otra (FIG. 12). La
relacién calculada para los nucledtidos en este SNP, usando los datos en
bruto fue de 55:45. Después de la normalizaciéon al control intemo, la
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relacién calculada de alelo T:C fue 49:51. La relacion normalizada estaba
més cerca de la relacidn tedrica de 50:50 para un individuo con dos copias
de cromosoma 13.

El SNP TSC 0197279 que estd en el cromosoma 13 se llendé con
ddTTP (linea 9) en una reaccién, y con ddCTP (linea 10) en otra (FIG. 12).
La relacién calculada para los nucledtidos en este SNP, usando los datos en
bruto fue de 53:47. Después de la normalizacion al control intemo, la
relacion calculada de alelo T:C fue 50.7:49.3. Esto es consistente con la
relacién tedrica de 50:50 para un individuo con solo dos copias de
cromosoma 13.

La relacién de nucledtidos en dos de los SNP analizados en el
cromosoma 13 fue de aproximadamente 50:50. Un SNP, 88813773 mostré
una relacién de 48:54, y cuando fue normalizada al control intemo, la
relacién fue 41:59. Estas relaciones se derivan del 50:50 esperado, pero al
mismo tiempo, las relaciones no son indicadoras de un cromosoma extra,
que se indica con una relacion 66:33. Aunque Qs datos de este SNP
particular no son concluyentes, esto no represente un positivo falso. No se
puede sacar una conclusion de los datos de este SNP. Sin embargo, los
otros dos SNPs dieron datos que indicaron un nimero nomal de
cromosomas. Es preferible analizar multiples SNPs en un cromosoma
incluyendo, pero sin limitarse a 1-5, 5-10, 10-50, 50-100, 100-200, 200-300,
300-400, 400-500, 500-600, 600-700, 700-800, 800-900, 900-1000, 1000-
2000, 2000-3000, y més de 3000. Preferiblemente, se usara el promedio de
relaciones de un cromosoma particular para determinar la presencia ©
ausencia de una anomalidad ccomosémica. Sin embargo, aln es posible
analizar un sitio de interés. En caso que se obtengan datos no
concluyentes, se puede analizar otro sitio de interés.

El individuo del cual se obtuvo el templete de ADN habia sido
previamente genotipado con trisomia 21, y las frecuencias de alelo en los
SNPs del cromosoma 21 indican la presencia de un cromosoma 21
adicional. El cromosoma adicional aporta un nucleétido adicional para cada
SNP, y asi altera la relacién tradicional 50:50 en un SNP heterocigdtico.
Estos resuitados son consistentes para miultiples SNPs, y son especificos
para los encontrados en el cromosoma 21. Las frecuencias de alelo para los
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SNPs en el cromosoma 13 produjeron las relaciones esperadas de
aproximadamente 50:50. Estos resultados demuestran que este método de
deteccién de SNP se pued usar para detectar anormalidades cromosdmicas
incluyendo, pero sin limitarse a ftransiocaciones, transversiones,
monosomias, trisomia 21, trisomia 18, trisomia 13, otras anueoplodias,
eliminaciones, adiciones, ampliaciones, transiocaciones y redistribuciones.

EJEMPLO 6

Se obtuvo ADN gendmico de cuatro individuos después de su
consentimiento. Se analizaron seis SNPs en el cromosoma 13
(TSCO0837969, TSC0034767, TSC1130902, TSCO0587688, TSC0195492,
TSC0607185) usando el templete de ADN. La informacién de estos SNPs
se puede encontrar en la siguiente pagina web
www.snp.chs!.org/snpsearch.shiml; pagina activa desde Febrero 11 de 2003.

Se usd un nuclebtido simple marcado con un colorante fluorescente
para genotipar los individuos en los seis sitios SNP seleccionados. Las
plantillas fueron disefiadas para permitir el andlisis de los seis SNPs en una
reaccion simple.

Preparacion del Tomplete de ADN

El templete de ADN se prepard a parlir de una muestra de 9 mi de
sangre obtenida por venipuntura de un voluntaric humano con
consentimiento. El templete de ADN fue aislado usando el Kit QIAmp ADN
Blood Midi, suministrado por QIAGEN (nimero de catdlogo 51183). El
templete de ADN se aislé siguiendo las instrucciones incluidas en el kit.

Disefio de las Plantillas

E! SNP TSCO0837969 se amplid usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantitla:
5 GGGCTAGTCTCCGAATTCCACCTATCCTACCAAATGTC 3' (SEC ID No: 30)
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Segunda plantilla:
5 TAGCTGTAGTTAGGGACTGTTCTGAGCA 3' (SEC ID No: 31)

La primera plantilla tenia un marcador de biotina en el extremo &' y
contenia un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para ECoRl. La
primera plantilla se disefié para recocerse a 44 bases del sitio de interés. La
segunda plantila contenla un sitioc de reconocimiento de enzima de
restriccién para BsmF |.

El SNP TSC0034767 (50) se amplié usando el siguiente conjunto de
plantilias:

Primera plantilla:

8 CCGAATGCAAGGCGAATTCGTTAGTAATAACACAGTGCA 3 (SEC ID No: 32)
Segunda plantilla:

5 MGACTGGATCCGGGACCATGTAGMTAC 3 (SEC ID No: 33)

La primera plantilla tenfa un marcador de biotina en el extremo &5 y
contenia un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién para EcoR!. La
primera plantilla se disefié para recocerse a 50 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenia un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF L.

El SNP TSC1130902 (60) se amplié usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5’ TCTAACCATTGCGAATTCAGGGCAAGGGGGGTGAGAT 3' (SEC ID No: 34)
Segunda plantilla;

5 TGACTTGGATCCGGGACAACGACTCATCC 3 (SEC ID No: 35)

La primera plantilla tenfa un marcador de biotina en el extremo 5' y
contenia un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoRl. La
primera plantilla se disefi6 para recocerse a 60 bases del sitio de interés. La
segunda plantila contenia un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF 1.
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El SNP TSC0597888 (70) se amplié usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5 ACCCAGGCGCCAGAATTCTTTAGATAAAGCTGAAGGGA 3 (SEC ID No: 36)
Segunda plantilla:

5' GTTACGGGATCCGGGACTCCATATTGATC 3’ (SEC ID No: 37)

La primera plantilla tenia un marcador de biotina en el exiremo &', y
contenia un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién para EcoRI. La
primera plantilla se disefié para recocerse a 70 bases del sitio de interés. La
segunda plantiia contenia un sitic de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF |.

El SNP TSC0195482 se amplid usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5 CGTTGGCTTGAGGAATTCGACCAAAAGAGCCAAGAGAA (SEC ID No: 38)
Segunda plantilla:

5 AAAAAGGGATCCGGGACCTTGACTAGGAC 3' (SEC ID No: 38)

La primera plantilla tenia un marcador de biotina en el exiremo &' y
contenfa un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién para EcoRI. La
primera plantilla se disefi6 para recocerse a 80 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenia un sitio de reconocimientc de enzima de
restriccion para BsmF |.

El SNP TSC06807185 (90) se ampli6é usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5' ACTTGATTCCGTGAATTCGTTATCAATAAATCTTACAT 3' (SEC 1D No: 40)
Segunda plantilla:

5' CAAGTTGGATCCGGGACCCAGGGCTAACC 3' (SEC ID No: 41)
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La primera plantilla tenia un marcador de biotina en el extremo 5' y
conten(a un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoRl. La
primera plantilla se disefié para recocerse a 90 bases de! sitio de interés. La
segunda plantila contenia un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF |.

Todos los sitios de interés fueron amplificados del templete de ADN
gendmico usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S.
Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia). En este
ejemplo los sitios de interés fueron amplificados en tubos de reaccion
separados, pero también se puedieron haber amplificado juntos en una
reaccién de PCR simple. Para especificidad aumentada se usé una reaccién
de PCR de ‘"inicio caliente”. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
usando el Kit HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (numero de
catdlogo 203443). La cantidad de ADN y plantilla por reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés, pero en este ejemplo se usaron 40 ng de
templete de ADN gentmico humano y 5 uM de cada primer. Se llevaron a
cabo cuarenta (40) ciclos de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de
PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos,;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces
(9) 72°C por 5 minutos.

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusion de la regién de recocido 3' de las segundas
plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la region 3’, que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR esiaba cerca de la
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temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilia, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacién de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entenderd gue
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extensién se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parédmetros que produjeron los mejores resultados. En este ejemplo la
primera plantilla se disefi6 para recocerse a varias distancias del sitio de
interés. El experto entenderd que la ubicacion de recocido de la primera
plantilla puede ser a 5-10, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30, 31-35, 36-40, 41-45,
46-50, 51-55, 56-80, 61-65, 66-70, 71-75, 76-80, 81-85, 86-90, 91-95, 96-
100, 101-105, 106-110, 111-115, 116-120, 121-125, 126-130, 131-140,
1410-160, 1610-180, 1810-200, 2010-220, 2210-240, 2410-260, 2610-280,
2810-300, 3010-350, 3510-400, 4010450, 450-500 0 a més de 500 bases
del sitio de interés.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
genémico. Después de la reaccién, % del volumen de cada reaccién de
PCR de un individuo se mezclaron juntos en un agujero de una placa
Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics GmbH
(nimero de catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catélogo de Bioguimicos 2001). Las primeras plantillas
contenian un marcador de biotina 5’ de forma que los productos de PCR se
enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina, mientras que el
templete de ADN gendmico no lo hizo. La reaccidn de ligamiento de
estreptavidina se realizd usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rpm por 20 min.,, a 37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el
material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso
mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1789-1795 (1990)); Kaneoka et
al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-
6164 (1990)).
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Digestién de la enzima de restriccién de los fragmentos aislados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccién BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restriccién. Después de la digestidn, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

Incorporacion del Nucleétido Marcado

La digestion de la enzima de restriccion con BsmF | produjo un
fragmento de ADN con una proyeccién 5', que contenfa el sitio SNP o sitio
de interés, y un extremo 3' suspendido. La proyeccidn 5' funcioné como un
templete que permitia la incorporacion de un nucleétido o nucleétidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

A continuacién se muestra un esquema de proyeccion 5’ para SNP
TSCO0B837969. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcion
que demusestra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

5' TTAA
3 AATT R A C A
Posicién de |a proyeccién 1 2 3 4

Los nucledtidos observados para TSC0OB837969 en la direccion de la
cadena de 5' (descrita aqui como la cadena superior) son adenina y guanina.
La tercera posicion en la proyeccién en la direccién de la cadena
corresponde a citosina, que es complementaria a guanina. Como este sitio
variable puede ser adenina o guanina, se usd ddGTP marcado
fluorescentemente en presencia de dCTP, dTTP y dATP no marcados para
determinar la secuencia de ambos alelos. Las reacciones de llenado para
un individuo "homocigético para guanina, homocigético para adenina o
heterocigético se diagraman a continuacion.
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Homocigético para guanina en TSC 0837969:

Alelo 1 5' TTAA G*

3 AATT C A C A
Posicién de la proyeccién + 2 3 4
Alelo 2 5 TTAA G*

3 AATT Cc A C A
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

El ddGTP marcado es incorporado en la primera posicion de la
proyeccidn. Sdlo se ve una sefial que comesponde a las moléculas lienadas
con.ddGTP marcado en la primera posicion de la proyeccién.

Homocigético para adenina en TSC 0837969:

Alelo 1 5 TTAA A T G*

3 AATT T A C A
Posicién de ia proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5'TTAA A T G*

3 AATT T A C A
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

El dATP no marcado es incorporado en la posicion uno de la
proyeccion, y un dTTP no marcado es incorporado en la posiciéon dos de la
proyeccién. El ddGTP marcado fue incorporado en la posicién tres de la
proyeccion. Soélo se ve una sefial; las moléculas llenadas con ddGTP en la
posicién 3 tendrén un pesc molecular diferente de las moléculas llenadas en
la posicion uno, que pemite una facil identificacion de individuos
homocigdticos para adenina o guanina.

Heterocigético en TSC0837968:
Alelo 1 5 TTAA G*

3 AATT C A C A
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
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Alelo 2 5 TTAA A T G*
3 AATT T A c A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se verdan dos sefiales; una sefial comesponde a las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posiciéon 1, y una segunda seilal correspondiente
a las moléculas llenadas en la posicién 3 de la proyeccion. Las dos sefiales
se pueden separar usando cualquier técnica que separa con base en el peso
molecular gque incluye, sin limitarse a electroforesis en gel.

A continuacién se muestra un esquema de la proyeccién 5' para SNP
TSCO0034767. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcion
que muestra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

A C Cc R GTGT 3'
CACA &
4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

Los nucledtidos observados para TSC0034767 en la direccion de la
cadena de 5' (descrita aqul como la cadena superior) son citosina y guanina.
La segunda posicion en la proyeccién corresporxie a adenina, que es
complementaria a timidina. La tercera posicion en la proyeccion
corresponde a citosina, que es complementaria a guanina. Se usé ddGTP
marcado fluorescentemente en presencia de dCTP, dTTP y dATP no
marcados para determinar la secuencia de ambos alelos.

En este caso, la segunda plantilia se recoce del sitio de interés, y asi
ia reaccién de llenado ocuire en la direccién contraria de la cadena ({ustrada
aqui como la cadena del fondo). Cualquiera en ia direccion de la cadena o
en la direccidon contraria, se puede flenar dependiendo de si la segunda
plantilla, que contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de resfriccién
tipo lIS, se recoce aguas arriba 0 aguas abajo del sitio de interas.

A continuacidon se muestra un esquema de proyeccion 5 para SNP
TSC1130902. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcién
que muestra la proyeccion (en donde R indica el sitio variable)
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5' TTCAT
3'AAGTA R T C C
Posicidn de la proyeccitn 1 2 3 4

Los nucledtidos observados para TSC1130802 en la direccion de la
cadena de 5 (ilustrados aqui como la cadena superior) son adenina y
guanina. La segunda posicién en la proyeccion corresponde a timidina, y la
tercera posicion en la proyeccion comresponde a citosina, que es
complementaria a guanina. Se usdé ddGTP marcado fluocrescentemente en
presencia de dCTP, dTTP y dATP no marcados para determinar la
secuencia de ambos alelos.

A continuacién se muestra un esquema de la proyeccién 5’ para SNP
TSC0597888. La secuencia entera de ADN no se reproducs, 30lo la porcién
que muestra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

T Cc T R ATTC 3
TAAG &'
4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

Los nucleétidos observados para TSC0597888 en la direccion de la
cadena de 5' (descrita aqui como la cadena superior) son citosing y guanina.
La tercera posicion en la proyecciébn corresponde a citosina, que es
complementaria a guanina. Se usé ddGTP marcado fluorescentemente en
presencia de dCTP, dTTP y dATP no marcados para determinar la
secuencia de ambos alelos.

A continuacién se muestra un esquema de la proyeccién 5’ para SNP
TSC0607185. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcién
que muestra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

C Cc T R TGTC 3
ACAG &'
4 3 2 1 Posicién de la proyeccién

Los nuciedtidos observados para TSC0607185 en la direccién de la
cadena de 5’ (descrita aqui como la cadena superior) son citosina y timidina.
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En este caso, la segunda plantilla se recoce del sitio de interés que permite
que la direccién contraria de la cadena sea llenada. La direcciéon contraria
de la cadena (descrita aqui como cadena de fondo) serd llenada con
guanina o adenina.

La segunda posicion en la proyeccion 5 es timidina, que es
complementaria a adenina, y la tercera posicibn en la proyeccién
comesponde a citosina, que es complementaria a guanina. Se usd ddGTP
marcado fluorescentemente en presencia de dCTP, dTTP y dATP no
marcados para determinar la secuencia de ambos alelos.

A continuacién se muestra un esquema de proyeccién 5' para SNP
TSC0195492. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcién
que muestra la proyeccién.

5 ATCT
3 TAGA R A C A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Los nuclettidos observados en este sitio son citosina y guanina
(ilustrados aqui como la cadena superior). La segunda posicién en la
proyeccién 5' es adenina, que es complementaria a timidina, y la tercera
posicién en la proyeccion comresponde a citosina, que es complementaria a
guanina. Se usd ddGTP marcado fluorescentemente en presencia de dCTP,
dTTP y dATP no marcados para determinar la secuencia de ambos alelos.

Como se demostrd anteriormente, la secuencia de ambos alelos de
los seis SNPs se puede determinar mediante el marcado con ddGTP en
presencia de dATP, dTTP y dCTP no marcados. Se agregaron los
siguientes componentes a cada reaccion de llenado: 1 ul de ddGTP marcado
fluorescentemente, 0.5 ul de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenian
todos los nucledtidos excepto guanina, 2 pul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 ul de Secuenasa, y agua segun se necesite para una reaccion de 20 pl.
La reaccién de llenado se realizé a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-
fluorescentemente se compré en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
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otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 79565).

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
pl) fres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestion con la enzima de restriccion EcoRl,
segun las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima. La digestién se realizd por 1 hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.

Detecclén del Sitio de interés

Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, la muestra fue
cargada en una ilnea de un gel de acrilamida al 5% (urea) de 36 cm (Bio
Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs, numero de
catdlogo 50691). La muestra se sometié a electroforesis en el gel a 3000
voltios por 3 min. El gel se corrié por 3 horas en un aparato de
secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue removido del aparato
y fue rastreado en el Typhoon 8400 Variable Mode Imager. El nucleétido
marcado incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

Como se muestra en la FIG. 11, el templete de ADN en las lineas 1 y
2 para SNP TSC0837969 es homocigético para adenina. Se esperaba que
ocurriera la reaccién de llenado si el individuo era homocigético para
adenina:

Homocigético para adenina en TSC 0837969:

5 TTAA A T G*
3 AATT T A Cc A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
El dATP no marcado fue incorporado en la primera posicién
complementaria a la proyeccién, El dTTP no marcado fue incorporado en la
segunda posicidén complementaria a la proyeccién. El ddGTP marcado fue
incorporado en Ia tercera posicion complementaria a la proyeccion. Solo se
ve una banda que migré a aproximadamente la posicion 46 del gel de
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acrilamida. Esto indicd que la adenina era el nucleétido Henado en la
posicién uno. Si el nuclebtide guanina hubiera sido lienado, se esperaria
una banda en la posicién 44.

Sin embargo, el templete de ADN en las lineas 3 y 4 para SNP
TSC0837969 era heterocigbtico. Se esperaban las siguientes reacciones de
llenado si el individuo era heterocigético:

Heterocigdtico en TSC 0837969:
Alelo 1 5' TTAA G*

3 AATT C A Cc A
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 S TTAA A T G*

3 AATT T A Cc A

N
w
F-N

Posicién de la proyeccién 1

Se vieron dos bandas distintas; una banda corresponde a las
moléculas llenadas con ddGTP en la posiciSh 1 complementaria a la
proyeccién (el aleo G), y la segunda banda correaponde a las moléculas
llenadas con ddGTP en la posicién 3 complementaria a la proyeccion (el
alelo A). Las dos bandas fueron separadas con base en las diferencias en
peso molecular usando electroforesis en gel. Se usé un nucledtido ddGTP
marcado fluorescentemente para determinar que un individuo era
heterocigético en un sitio SNP. Este es el primer uso de un nuclestido
simple para detectar efectivamente la presencia de los alelos diferentes.

Para SNP TSC0034767, el templete de ADN en las lineas 1 y 3 es
heterocigético para citosina y guanina, como se evidencia por las dos
bandas distintas. La banda inferior correspondia a ddGTP llenado en la
posicién 1 complementaria a la proyeccién. La segunda banda de peso
molecular ligeramente mas alto, correspondia al ddGTP llenado en la
posicién 3, indicando que la primera posicién en la proyeccién estaba llena
con dCTP no marcado, o que permiti6 que la polimerasa continuara
incorporando nucledtidos hasta que incorporara ddGTP en la posicion 3
complementaria a la proyeccién. El templete de ADN en las lineas 2 y 4 era
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homocigédtico para guanina, como se evidencid por medio de una banda
simple de peso molecular mas alto que si se hubiera llenado ddGTP en la
primera posicién complementaria a la proyeccion.

Para SNP TSC1130902, el templete de ADN en las lineas 1,2y 3 es
homocigético para adenina en el sito variable, como se evidencia por una
banda simple de peso molecular més alto que migraba en la posicién
aproximadamente 62 del gel. El templete de ADN en linea 3 es
heterocigético en el sitio variable, como lo indica la presencia de dos bandas
distintas. La banda inferior cormesponde a moléculas Henadas con ddGTP en
la posicion 1 complementaria a la proyaccidén (el alelo de guanina). La
banda de peso molecular més alto cormesponde a las moléculas llenadas con
ddGTP en la posicion 3 complementaria a la proyeccidn (el alelo de
adenina).

Para SNP TSC0597888, el templete de ADN en las lineas 1 y 4 era
homocigético para citosina en el sitio variable; el templete de ADN en la linea
2 era heterocigético en el sitio variable, y el templete de ADN en la linea 3
era homocigotico para guanina. Las reacciones de llenado esperadas estan
diagramadas a continuacion:

Homocigético para citosina:

Alelo 1 T C T G ATTC 3
G A C TAAG 5

4 3 2 1 Posicién de la proyeccion
Alelo 2 T Cc T G ATTC ¥
G A C TAAG 5

4 3 2 1 Posicién de la proyaccién

Homocigético para guanina:

Alelo 1 T C T C ATTC 3
G* TAAGYS

4 3 2 1 Posicién de la proyaccién
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Alelo 2 T c T

O

ATTC 3
G* TAAGYS
4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

Homocigético para guanina/citosina:

Alelo 1 T C T G ATTC 3
G A C TAAG &

4 3 2 1 Posicién de la proyeccién
Alelo 2 T Cc T C ATTC 3
G* TAAGYS

4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

El templete de ADN homocigético para guanina en el sitio variable
mostrd una banda simple, que correspondia a las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién 1 complementaria a la proyeccién. Estas
moléculas de ADN eran de peso molecular més bajo comparado con las
moléculas de ADN llenadas con ddGTP en la posicién 3 de la proyeccién
(ver linea 3 para SNP TSC0587888). Las moléculas de ADN diferian dos
bases en peso molecular. El template de ADN homocigético para citosina en
el sitio variable mostré una banda simple, que corresponde a las molécuias
de ADN llenadas con ddGTP en la posicibn 3 complementaria a la
proyeccién. Estas moléculas de ADN migraron a un peso molecular mas
alto que las moléculas llenadas con ddGTP en la posicién 1 (ver lineas 1 y 4
para SNP TSC0597888).

El ADN heterocigético en el sitio variable mostré dos bandas; una
banda comespodia a las moléculas de ADN lienadas con ddGTP en la
posicién 1 complementaria a |la proyeccién que era de peso molecular mas
bajo, y la segunda banda corresondia a las moléculas de ADN llenadas con
ddGTP en la posicién 3 complementaria a la proyeccion, y que era de peso
molecular més alto {ver linea 3 para SNP TSC0597888).

Para SNP TSC 0195492, el templete de ADN el las lineas 1 y 3 era
heterocigético en el sitio variable se demostrd por la presencia de dos
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bandas distintas. El templete de ADN en la linea 2 era homocigético para
guanina en el sitio variable, E! templete de ADN en la linea 4 era
homocigético para citosina. Solo se vio una banda en la linea 4 para este
SNP, y tenia un peso molecular mas alto que las moléculas de ADN llenadas
con ddGTP en la posicion 1 complementaria a la proyeccion (comparar
lineas 2, 3y 4).

Los alelos observados para SNP TSC0607185 son reportados como
citosina y timidina. Por consistencia, el consorcio de SNP denota los alelos
observados como aparecen en la direccion de Ila cadena
www.snp.cshl.org/shpsearch.shtmi; pdgina web activa desde Febrero 11 de
2003). Para este SNP, la segunda plantilla se cocié en el sitio de interés,
que permitié que la reaccién de llenado ocurriera en la direccién contraria de
la cadena después de la digestién con BsmF L.

El templete de ADN en las lineas 1 y 3 era heterocigdtico; el templete
de ADN en la llnea 2 era homocigético para timidina, y el templete de ADN
en la linea 4 era homocigético para citosine. La direccién contraria de la
cadena fue llenada con ddGTP, de forma que el nucledtido en la direccion de
la cadena correspondia a citosina.

Se pueden usar marcadores de peso molecular para identificar las
posicicnes de las bandas esperadas. Altemativamente, para cada SNP
analizado se puede usar una muestra de heterocigético conocida, la cual
identificara precisamente la posicién de las dos bandas esperadas.

Como se muestra en ia FIG: 11, se puede usar un nucledtido con un
colorante fluorescente para determinar la identidad de un sitio variable,
incluyendo, pero sin limitarse a SNPs y muiaciones de nucleédtido simple.
Tipicamente, para determinar si un individuc es homocigético o
heterocigético en un sitio SNP, se realizan mdltiples reacciones usando un
nucledtido marcado con un colorante y un segundo nucieétido marcado con
un segundo colorante. Sin embargo, esto trae problemas en la comparacién
de resultados porque los dos colorantes tienen diferenies coeficientes
cudnticos. Incluso si diferentes nucleétidos son marcados con el mismo
colorante, los coeficientes cudnticos son diferentes. El uso de un nucledtido
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simple marcado con un colorante elimina cualquier error de los coeficientes
de cuénticos de ios colorantes diferentes.

En este ejemplo se usé ddGTP marcado fluorescentemente. Sin
embargo, el método es aplicable para un nucledtido marcado con cualquier
mitad que genere una seiial incluyendo, pero sin limitarse a molecula
radiactiva, molécula fluorescente, anticuerpo, fragmento de anticuerpo,
hapteno, carbohidrato, biotina, derivado de biotina, mitad fosforescente,
mitad luminescente, mitad electroquimilumineacente, mitad cromética, mitad
que tiene una resonancia detectable de giro electrén, capacitancia eléctrica,
constante dieléctrica o conductividad eléctrica. Ademéas se pueden usar
ddATP, ddTTP o ddCTP marcados.

El ejemplo anterior us$ la tercera posicién complementaria a la
proyeccién como un indicador def segundo alelo. Sin embargo también se
puede usar la segunda o cuarta posicién (ver Seccidn acerca de
Incorporacién de Nucledtidos). Ademds, la proyeccion fue generada con la
enzima de restriccion tipo IIS BsmF [; sin embargo, se puede usar cualquier
enzima que corte el ADN a una distancia de su sitio de ligamiento, que
incluye pero no se limita a las enzimas listadas en la Tabla I.

Adicionalmente, en el ejemplo anterior, el nucledtido inmediatamente
anterior al sitioc SNP no era guanina en la cadena que fue llenada. Esto
elimind cualquier efacto de las propiedades de corte altemativo de la enzima
de restriccion tipo IS a ser removida. Por ejempio, en SNP TSC0837969, el
nucledtido del sitio SNP en la direccidon de la cadena era una adenina. Si
BsmF | mostré propiedades de corte alternativas, se hubieran generado las
siguientes proyecciones para el alelo de adenina y el alelo de guanina:

Alelo G — Corte 11/15 5TTA
J AAT T C A
Posicién de la proyeccitn 0 1

N
w

Alelo G — después del llenado &' TTA A G*
3' AAT
Posicién de la proyeccion 0 1

-
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Alelo A — Corte 11/15 5 TTA
3’ AAT T T A Cc
_ Posicién de la proyeccion 0 1

N
w

Alelo A — después del llenado 5’ TTA A A T G*
3 AAT
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3

-
-
>
O

Para el alelo de guanina, la primera posicién en la proyeccion seria
llenada con dATP, que permitiria que la polimerasa incorporara ddGTP en la
posicion 2 complementaria a la proyeccién. No habrfa diferencia detectable
enire las moléculas cortadas en la posicién 10/14 o en las moléculas
cortadas en la posicién 11/15.

Para el alelo de adenina, la primera posicidon complementaria a la
proyeccion se llenaria con dATP, la segunda posicion se llenaria con dATP,
la tercera posicién se llenaria con dTTP, y la cuarta posicion se llenaria con
ddGTP. No habria diferencia en los pesos moleculares de las moléculas
cortadas en 10/14 o las moléculas cortadas en 11/15. Las tnicas diferencias
comresponderian a si ias moléculas de ADN contenian una adenina en el sitio
variable 0 una guanina en el sitio variable.

Como se ve en la FIG. 11, el posicionamiento de la regién de recocido
de la primera plantilla permite analizar miiitiples SNPs en una linea simple o
en un gel. Ademsds, cuando se usa el mismo nuclestido con el mismo
colorante, se puede llevar a cabo una reaccion de llenado simple. En este
ejemplo, se analizaron 6 SNPs en una linea. Sin embargo, se puede
analizar cualquier numero de SNPs incluyendo, pero sin limitarse a 1, 2, 3, 4,
56,7 8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 3040, 410-50, 510-60, 610-70, 710-80, 810-100, 1010-120,
1210-140, 1410-160, 1610-180, 1810-200, y mas de 200 en una reaccion
simple.

Ademas, un nucledtido marcado usado para detectar ambos alelos se
puede mezclar con un segundo nucledtido marcado usado para detectar un
juego diferente de SNPs siempre y cuando ninguno de los nucledtidos que
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estdn marcados se encuentre inmediatamente antes del sitio variable
(complementario al nucledtido en la posicién G del corte 11/15). Por ejemplo,
suponer que SNP X puede ser guanina o timidina en el sitio variable, y tiene
la siguiente proyeccion, generada después de la digestién con BsmF |

SNP X 10/14 5 TTGAC

Alelo G JAACTG C A C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
SNP X 11/15 5 TTGA

Alelo G 3 AACT G C A C
Paosicién de la proyeccién 0 1 2 3
SNP X 10/14 5 TTGAC

Alelo T IAACTG A A C T
Posicién de la proyaccién 1 2 3 4
SNP X 1115 5TTGA

Alelo T 3 AACT G A A Cc
Posicién de la proyaccién 0 1 2 3

Después de la reaccién de llenado con ddGTP marcado, dATP, dTTP
y dCTP no marcados, se generarian las siguientes moléculas:

SNP X 1014 STIGAC G*

Alelo G 3AACTG C A Cc T
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4
SNP X 11115 5 TTGA Cc G*

Alelo G 3 AACT G C A C
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3
SNP X 10/14 STIGAC T T G
Alelo T JAACTG A A C T

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
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SNP X 11115 5 TTGA C T T G*
AleloT 3 AACT G A A Cc
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3

Ahora supoga que el SNP Y puede ser adenina o timidina en el sitio
variable, y tiene las siguientes proyecciones 5' generadas después de la
digestién con BsmF |.

SNP Y 10/14 5 GTTT

Alelo A 3 CAAA T G T A
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4
SNPY 11115 5 GTT

Alelo A 3' CAAA T G T
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3
SNP Y 1014 5 GTTT

Alelo T 3 CAAA A G T A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
SNP Y 1115 5GTT

Alelo T 3' CAAA A G T

o
-
N
W

Posicién de la proyeccion

Después del llenado con ddATP marcado y dCTP, dGTP y dTTP no
marcados, se generarian las siguientes moléculas:

SNP Y 10/14 5 GTIT A*

Alelo A CAAA T G T A
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
SNP Y 11/15 5 GTT T A*

Alelo A 3' CAAA T G T

Posicion de la proyeccién 0 1 2 3



SNP Y 10/14 5 GTTT T Cc A’

Alelo T 3CAAA A G T A
Posicidn de la proyeccién 1 2 3 4
SNPY 1115 5 GTT T T C A*
Alelo T 3 CAAA A G T
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3

En este ejemplo, se usan ddGTP marcado y ddATP marcado para
determinar la identidad de ambos alelos de SNP X y SNP Y
respectivamente. El nucledtido inmediatamente anterior (el nucleétido
complementario en |a posicién 0 de la proyeccion del SNP X cortado en
11/15 no es guanina o0 adenina en la cadena que es llenada. Asimismo, el
nucledtido inmediatamente anterior a SNPY no ©8 guanina o adenina en la
cadena que es llenada. Esto permite que ocurra la reaccién de llenado para
ambos SNPs en una reaccion simple con ddGTP marcado, ddATP marcado
y dCTP y dTTP no marcados. Esto reduce el numero de reacciones que se
necesitan llevar a cabo, e incrementa el numero de SNPs que se pueden
analizar en una reaccion.

Las primeras plantilas de cada SNP se pueden diseflar para
recocerse a diferentes distancias del sitio de interés, lo que permite que los
SNPs migren en diferentes posiciones del gel. Por ejemplo, la primera
plantilla usada para amplificar el SNP X se puede recocer a 30 bases del
sitioc de interés, y la primera plantilla usada para amplificar el SNP Y se
puede recocer a 35 bases del sitio de interés. Ademaés, los nucledtidos se
pueden marcar con colorantes fluorescentes que emiten en especiros que
no se traslapan. Después de la corrida del gel, el gel puede ser rastreado en
una longitud de onda especifica para un colorante. Solo aquellas moléculas
marcadas con ese colorante emitirdn una sefial. Luego, el gel puede ser
rastreado a una longitud de onda del segundo colorante. Solo aquellas
moléculas marcadas con ese colorante emitirdn una sefial. Este método
permite la mdxima compresién del nimero de SNPs que se pueden analizar
en una reaccion simple.

En este ejemplo, el nucledtido que precede el sitio variable de la
cadena que fue ilenada no era adenina o guanina, y el nucleétido siguiente
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al sitio variable no puede ser adenina 0 guanina en la direccidn de la cadena.
Este método puede trabajar con cuaiquier combinacién de nucledtidos
marcados y el experto entenderad cuales reacciones de marcado se pueden
mezclar y cuales no. Por ejemplo, si un SNP estd marcado con timidina y un
segundo SNP estd marcado con citosina, los SNPs pueden ser marcados en
una reaccién simple, si el nucledtido inmediatamente anterior de cada sitio
variable no es timidina o citosina en la direccién de la cadena, y el nucleétido
inmediatamente siguiente después del sitio variable no es timidina o citosina
en |a direccién de la cadena. / |
A

Este método permite que las sefiales de un alelo sean comparadas
con la sefial de un segundo alelo sin la complejidad adicional para la
determinacién del grado de corte altemnativo, o comregir los coeficientes
cuénticos de los colorantes. Este método es especialmente util cuando se
trata de cuantificar la relacién de un alelo a otro. Por ejemplo, este método
es util para la deteccién de anormalidades cromosémicas. Se espera que la
relacién de alelos en un sitio heterocigético esté cerca de 1:1 (un alelo A a
un Alelo G). Sin embargo, si un cromosoma extra estd presente, se espera
que la relacién sea aproximadamente 1:2 (un alelo A y dos alelos G o 2
alelos A y 1 alelo G). Este método es especiaimente Ultil cuando se trata de
detectar ADN fetal en presencia de ADN matemo.

En adicién, este método es Uil para detectar dos sefiales genéticas
en una muestra. Por ejemplo, este método puede detectar células mutantes
en presencia de células tipo nativas (ver Ejemplo 5). Si una célula mutante
contiene una mutacién en la secuencia de ADN de un gen particular, este
método se puede usar para detectar ambas sedales, la sefial mutante y la
sefial tipo nativa. Este método se puede usar para detectar la secuencia de
ADN mutante en presencia de la secuencia de ADN tipo nativa. La relacién
de ADN mutante a ADN tipo nativo se puede cuantificar porque usa un
nucledtido simple marcado con una mitad que genera una sefial.

EJEMPLO 7

Métodos no invasivos para la deteccién de varios tipos de cancer
tienen el potencial de reducir ia morbilidad y mortalidad de una enfermedad.
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Se han desamoilado varias técnicas para la deteccién temprana de tumores
colaterales incluyendo colonoscopias, enemas de bario y sigmoidoscopia;
sin embargo, las técnicas estdn limitadas en uso porgque son invasivas, lo
que causa una baja tasa de conformidad en el paciente. Pruebas genéticas
no invasivas pueden ser Utiles en la identificacién de tumores colomrectales
en estado temprano.

En 1991, los investigadores identificaron el gen Poliposis Céolica
Adenomatosa (APC), que juega in papel critico en la formacién de tumores
colorrectales (Kinzler ef al., Science 253:661-665, 1991). El gen APC reside
en el cromosoma 5q21-22, y un codigo total de 15 exones para una molécula
de RNA de 8529 nuclebtidos, que produce una proteina 300 Kd APC. La
proteina se expresa en numerosos tipos de ceélulas, y es esencial para la
adhesién de celulas.

Las mutaciones en el gen APC generalmente inicia la neoplasia
colorrectal (Tsao, J. et al, Am, J. Pathol. 145:531-534, 1994).
Aproximadamente el 95% de las mutaciones en el gen de APC produce
mutaciones sin sentido/cambio de marco. Las mutaciones més comunes se
encuentran en los codones 1601 y 1309; las mutaciones de estos codones
suman 1/3 de todas las mutaciones gemminales. Con respecio a las
mutaciones sométicas, el 80% se encuentran en los codones 1286-1513,
que es aproximadamente el 10% de la secuencia de codificacién. Esta
regién es denominada la Regién de Agrupamiento de mutacién (MCR). Se
han identificado numerosos tipos de mutaciones en el gen APC incluyendo
sustitticiones de nucleétido (ver Tabla Vil), erores de empalme (ver tabla
VIIl), eliminaciones pequefias (ver tabla IX), inserciones pequefas (ver tabla
X), pequefas inserciones/eliminaciones (Ver Tabla Xl), eliminaciones
gruesas (ver Tabla Xil), inserciones gruesas (ver Tabla Xiil) y
redistribuciones complejas (ver Tabla XIV).

Los investigadores han intentado identificar células que albergan
mutaciones en el gen APC en muestras de deposiciones (Traversa, G. ef al,
New England Joumnal of Medicine, Vol 346:311-320, 2002). Aunque que se
encontraron mutaciones APC en |la mayorla de los tumores,
aproximadamente 1 en 250 células en la muestra de deposiciones tiene una
mutacion en el gen APC; la mayorfa de las células son céiulas normales que
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han sido liberadas en las heces. Ademds, el ADN humano representa
aproximadamente una billonésima del ADN total encontrado en las muestras
de deposiciones; la mayoria del ADN es bacterial. La técnica usada por
Traversa ef al., s0l0 detecta mutaciones que se producen en una proteina
truncada.

Como se discutid anteriormente, numerosas mutaciones en el gen
APC han estado implicadas en la formacién de tumores colorrectales. Asi,
existe una necesidad de una técnica altamente sensible, no invasiva para la
deteccion de tumores colomrectales. A continuacion se describen los
métodos para la detecciéon de dos mutaciones en el gen APC. Sin embargo,
se puede analizar cualquier numero de mutaciones usando los métodos
descritos aqui.

Preparacion del Templete de ADN

El templete de ADN es purificado de una muestra que contiene
células del colon que incluye, pero no se limita a la muestra de deposicion.
El templete de ADN es purificado usando los procedimientos descritos por
Ahlquist et al. (Gastroenterology, 119:1219-1227, 2000). Si las muestras de
deposiciéon estdn congeladas, las muestras son descongeladas a
temperatura ambiente, y son homogenizadas con un agitados de
deposiciones Exactor (Exat Laboratorios, Maynard, Mass.). Siguiendo la
homogenizacién, un equivalente de deposicibn de 4 gramos de cada
muestra es centrifugado a 2536 x g por 5 minutos. Las muestras son
centrifugadas una segunda vez & 16,500 x g por 10 minutos. Los
sobrenadantes son incubados con 20 ul de RNasa (0.5 mg por mililitro) por 1
hora a 37°C. EIl ADN es precipitado con 110 de volumen de 3 moles de
acetato de sodio por litro y un volumen igual de isopropanol. El ADN es
disuelto en 5 m! de TRIS-EDTA (0.01 mol de Tris por litro (pH 7.4) y 0.001
mol de EDTA por litro.

Disefio de las Plantillas

Para determinar si una mutacion reside en el codén 1370 se usan las
siguientes plantillas:



Primera plantilla

5' GTGCAAAGGCCTGAATTCCCAGGCACAAAGCTGTTGAA 3’ (SEC ID No: 42)
Segunda plantilla

5 TGAAGCGAACTAGGGACTAGGTGGACTT (SEC ID No: 43)

La primera plantilla contiene un marcador de biotina en el extremo 5',
y la secuencia de nuclebtido para la enzima de restriccibn EcoRl. La
segunda plantilla contiene la secuencia de nucleétido para la enzima de
restriccion para BsmF .

Para determinar si existe una pequefia eliminacion en el codén 1302
se usaron las siguientes plantillas:

Primera plantilla

5' GATTCCGTAAACGAATTCAGTTCATTATCATCTTTGTC 3’ (SEC ID No: 44)
Segunda piantilla

5' CCATTGTTAAGCGGGACTTCTGCTATTTG 3 (SEC ID No: 45)

La primera plantilla tiene un marcador de biotina en el extremo 5', y
contiene un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoRI. La
segunda plantilla contiene un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF |.

Reaccién de PCR

Los sitios de interés son amplificados del templete de ADN gendmico
usando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.5. Nos.
4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia). Los sitios de
interés son amplificados en tubos de reaccion separados; estos también se
pueden amplificar juntos en una reaccién de PCR simple. Para especificidad
aumentada se usé una reacciéon de PCR de “inicio caliente®, e.g., mediante
el uso del Kit HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (niimero de
catdlogo 203443). La cantidad de ADN y plantilla por reaccion es optimizada
para cada sitio de interés, pero en este ejemplo se usaron 40 ng de templete
de ADN genémico humano y 5 uM de cada plantila. Se llevaron a cabo
cuarenta (40) ciclos de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de PCR:
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(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos,;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 freinta y nueve (39) veces
(9) 72°C por 5 minutos.

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido esta cerca de la
temperatura de fusion de la regién de recocido 3' de las segundas plantilias,
que es de 37°C. La temperaiura de recocido en el segundo ciclo de PCR
estd cerca de la temperatura de fusion de la regién 3', que se recoce al
templete de ADN de la primera plantilla, que es de 57°C. La temperatura de
recocido del tercer ciclo de PCR estd cerca de la temperatura de fusion de la
secuencia entera de la segunda piantilia, que es de 64°C. La temperatura
de recocido para los ciclos restantes es de 64°C. La escalacién de la
temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los tres primeros ciclos de
PCR mejora la especificidad grandehente. Estas temperaturas de recocido
son representativas, y el experto entenderd que las temperaturas de
recocido de cada ciclo dependen de las plantillas especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extensiébn se pueden optimizar probando varics ajustes y usando los
parametros que produjeron los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Cada producto de PCR ea dividido en cuatro agujeros separados
de una placa Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics
GmbH (ntimero de catdlogo 1 645 682, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001). Las primeras plantillas
continen un marcador de biotina 5' de forma que los productos de PCR se
enlazan a los agujeros recubierios de Estreptavidina, mientras que el
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templete de ADN gendmico no lo hace. La reaccion de ligamiento de
estreptaviding se realiza usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rpm por 20 min., a 37°C. Cada agujero es aspirado para remover el material
no enlazado, y es lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso mezclado
(Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1788-1785 (1990)); Kaneoka et al.,
Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-
6164 (1990)).

‘Alternativamente, los productos de PCR son colocados en un agujero
simple de una piaca de esterpiavidina para llevar a cabo la reaccién de
incportoracidn del nucledtido en un agujero simple.

Digestion de la enzima de restriccién de los fragmentos alslados

Los productos de PCR purificados son digeridos con la enzima de
restriccion BsmF | (New England Biolabs, numero de catdlogo R05728), que
se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en los productos de PCR de
la segunda plantilla. Las digestiones son realizadas en los streptawells,
siguiendo las instrucciones suministradas con la enzima de restriccion.
Después de la digestién con la enzima de restriccién apropiada, los agujeros
son lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

Incorporacion del Nucleétido Marcado

La digestibn de la enzima de restriccion descrita anteriormente
produjo un fragmento de ADN con una proyeccién &' que contiene el sitio de
interés, y un exiremo 3' suspendido. La proyeccién 5' funciona como un
templete que permite la incorporacién de un nucledtido o nucledtidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Para cada sitio de interés se realizan cuatro reacciones de llenado
separadas; cada una de ias cuatro reacciones contiene un ddNTP marcado
fluorescentemente (ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP). Se agregaron los
siguientes componentes a cada reaccién de llenado: 1 yul de ddNTP marcado
fluorescentemente, 0.5 pl de ddNTPs no marcados (40 uM), que contienen
todos ios nucledtidos excepto el nucledtido que estd marcado
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fluorescentemente, 2 ul de buffer de secuenasa 10X, 0.25 ul de Secuenasa,
y agua segin se necesite para una reaccién de 20 ul. El llenado se realiza
en reacciones a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-fluorescentemente
se compra en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los otros reactivos de
marcado se obtienen en Amersham (Kit Thermo Sequenase Dye Terminador
Cycle Sequencing Core, US 79565). En presencia de los ddNTPs marcados
fluorescentemente, el extremo 3’ suspendido se extiende en una base, que
comresonde al sitio de interés.

También se puede usar una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs
no marcados para la reaccién de llenado. Las condiciones de “llenado” se
describieron anteriormente excepto que se usa una mezcla que contiene
dNTPs no marcados 40 uM, 1 pl de ddATP marcado fluorescentemente, 1 pl
de ddTTP marcado fluorescentemente, 1 ul de ddCPT, y 1 pl de ddGTP.
Los ddNTPs fluorescentes se obtienen de Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 79565; Amersham
no publica las concentraciones de los nucledtidos fluorescentes). El sitio de
interés es digerido con la enzima de restriccion BsmF |, que genera una
proyeccion 5' de cuatro bases. Si el primer nucledtido incorporado en un
ddNTP marcado, el exiremo 3' suspendido es llenado en una base,
permmitiendo la deteccién del sitio de interés. Sin embargo, si el primer
nucledtido incorporado es un dNTP, la polimerasa continua incorporando
nucledtidos hasta que un ddNTP es llenado. Por ejemplo, 108 dos primeros
nucledtidos se pueden llenar con dNTPs, y el tercer nucledtido con un
ddNTP, que permite la deteccion del tercer nucledtido en la proyeccion. Asi
se determina la secuencia entera de la proyecciéon &', que aumenta la
informacién obtenida de cada SNP o sitio de interés. Este tipo de reaccién
de llenado es especialmente utii para la deteccibn de la presencia de
inserciones, eliminaciones, inserciones y eliminaciones, redistribuciones y
translocaciones.

Altemativamente, se usa un nucledtido marcado con un colorante
simple para determinar la secuencia de un sitio de interés. Ver Ejemplo 6.
Este método elimina cualquier efror potencial al usar diferentes colorantes
que tienen diferentes coeficientes cuanticos.
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Después del marcado, cada streptawell es lavado con PBS 1X (100
pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” son luego liberados del
streptawell mediante la digestién con la enzima de restriccion EcoRlI, segun
las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la enzima. La
digestion se realiza por 1 hora a 37°C con agitacion a 120 rpm.

Deteccidn del Sitio de interés

Después de |a liberacion de la matriz de estreptavidina, la muestra fue
cargada en una linea de un gel de acrilamida al 5% (urea) de 36 cm (Bio
Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs, numero de
catdlogo 50691). La muestra se somete a electroforesis en el gel a 3000
voltios por 3 min. El gel se come por 3 horas en un aparato de
secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El nucledtidoc marcado
incorporado es detectado mediante fluorescencia.

Para determinar si cualquier célula contiene mutaciones en el codén
1370 del gen APC cuando se realizan las reacciones de llenado separadas,
se analizan las lineas del gel que corresponden a la reaccién de llenado para
ddATP y ddTTP. Si solo estdn presentes céiulas normales, la linea
correspondiente a ia reaccién de llenado con ddATP es una sefial brillante.
No se detectd seiial para la reaccién de “llenado” con ddTTP. Sin embargo,
si la muestra del paciente contiene células con mutaciones en el codén 1370
del gen APC, la linea cormrespondiente a la reaccion de llenado con ddATP es
una sefial brillante, y se detecta una sefal de la linea correspondiente a la
reaccién de llenado con ddTTP. La intensidad de la sefal de la linea
correspondiente a la reaccién de llenado con ddTTP es indicativa de un
numero de células mutantes en la muestra.

Altemativamente, se usa un nucleétido marcado para determinar la
secuencia de los alelos en el codén 1370 del gen APC. En el codén 1370, la
secuencia normal es AAA, que codifica para lisina de amino écido. Sin
embargo, se ha identifiicado una sustitucién de nucleétido en el codén 1370,
que estd asociado con tumores colorrectales. Especlficamente se encuentra
tipicamente un cambio de A a T (AAA-TAA) en el coddn 1370, que produce
un coddn de detencidn. La reaccién de llenado simple se realiza usando
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ddATP marcado, y dTTP, dCTP y dGTP no marcados. Se usa un nucleétido
simple marcado con un colorante fluorescente para determinar la presencia
de secuencia de ADN normal y mutante que se codifica en el codén 1370.
La secuencia de ADN relevante estad ilustrada a continuacién, con la
secuencia correspondiente al codon en negrita.

5 CCCAAAAGTCCACCTGA (SEC ID No: 46)
3 GGGTTTTCAGGTGGACT (SEC ID No: 47)

Después de la digestion con BsmF |, se produce la siguiente
proyeccion:

5' CCC
3 GGG T T T T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Si la muestra del paciente no tiene células que albergan una mutacion
en el coddén 1370, se ve una sefial comespondiente a la incorporacion de
ddATP marcado.

5' CCC A*
3 GGG T T T T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Sin embargo, si la muestra del paciente tiene células con mutaciones
en el codén 1370 del gen APC, se ve una sefial que coiresponde a la
secuencia normal en el codén 1370, y se ve una segunda sefal gque
corresponde a la secuencia mutante en el codén 1370. Las seflales se
identifican claramente porque son de diferente peso molecular.

Proyeccion de secuencla de ADN normal CCC

GGG T T T T
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4

Secuencia de ADN normal después del llenado CCC A*
GGG T T T T

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
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Proyeccién de secuencia de ADN mutante CcCC

GGG A T T T
Paosicion de la proyeccion 1 2 3 4
Secuencia de ADN mutante después del llenado CCC T A*
GGG A T T T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se ven dos seiiales cuando el alelo mutante estd presente. Las
moléculas de ADN mutante son lienadas en una base despues de las
moléculas de ADN tipo nativas. Las dos seflales son separadas usando
cualquier método que discrimina con base en el peso molecular. Se usa un
nucledtido marcado (ddATP) para detectar la presencia de la secuencia de
ADN tipo nativa y la secuencia de ADN mutante. Este método de marcado
reduce el nimero de reacciones necesarias, y permite la cuantificacién
precisa del nimero de células mutantes en la muestira del paciente. El
nimero de células mutanies en la muestra se usa para determiner el
prondstico del paciente, el grado y severidad de la enfermedad. Este
método de marcado elimina las complicaciones asociadas al uso de
colorantes diferentes que tienen coeficientes de cuénticos distintos. Este
meétdo de marcado también elimina los errores asociados con las reacciones

de pipeteado.

Para determinar si una célula contiene mutaciones en el codén 1302
del gen APC cuando se realizan reacciones de llenado separadas, se
analizan las lineas del gel que comresponden a las reacciones de llenado
para ddTTP y ddCTP. La secuencia de ADN normal estd descrita a
continuacién, con la secuencia correspondiente al codén en negrita.

Secuencia Normal 5 ACCCCTGCAAATAGCAGAA (SEC ID No: 48)
3 TGGGACGTTTATCGTCTT (SEC ID No: 49)

Después de la digestion, se produce la siguiente proyeccion 5"
§ ACCC
3 TGGG A C G T

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
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Después de la reaccién de llenado, el ddTTP marcado es incorporado

5 ACCC ™
¥ TGGG A C G T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

Una eliminacién de una base simple de la secuencia de APC, que
tipicamente codifica en el coddn 1302, se ha asociado con tumores
colorectales. La secuencia de ADN mutante estd descrita a continuacion
con la secuencia relevante en negrita:

Secuencia Mutante 5’ ACCCGCAAATAGCAGAA (SEC ID No: 50)
3 TGGGCGTTTATCGTCTT (SEC ID No: 51)

Después de la digestion:

5' ACC

3 TGG G Cc G T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Despues del llenado

5" ACC c

I TGG G C G T

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Si no hay mutaciones en el gen APC, no se detecta sefial para la
reaccién de llenado con ddCTP*, pero se detecta una seiial brillante para la
reaccién de llenado con ddTTP*. Sin embargo, si hay células en la muestra
del paciente que tienen mutaciones en el gen APC, se ven seflales para las
reacciones de llenado con ddCTP* y ddTTP*.

Alternativamente, se realiza una reaccion de llenado simple usando
una mezcla que contiene dNTPs no marcados, ddATP marcado
fluorescentemente, ddTTP marcado fluorescentemente, ddCTP marcado
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fluorescentemente y ddGTP marcado fluorescentemente. Si no hay
eliminacion, el ddTTP marcado es incorporado.

5 ACCC ™
3 TGGG A C G T
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4

Sin embargo, si la T ha sido eliminada, el ddCTP* marcado es
incorporado.

5 ACCC*
I TGGG C G T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Las dos seilales son separadas por peso molecular por la eliminacién
del nucleétido de timidina. Si las células mutantes esﬁn presentes, las dos
sefiales son generadas en la misma linea pero son separadas por un par
base simple (este principio estd demostrado en la FIG. 9D). La eliminacién
causa un cambio en el peso molecular de los fragmentos de ADN, que
permite usar una reaccion de llenado simple para detectar la presncia de
células normales y mutantes.

En el ejemplo anterior se describen los métodos para la deteccion de
una sustitucién de nucledtido y una pequefia eliminacién. Sin embargo, los
métodos se pueden usar para la deteccién de cualquier tipo de mutacién que
incluye, sin limitarse a sustituciones de nuclettido (vet Tabla VII), errores de
empalme (ver tabla VIil), pequefias eliminaciones (ver tabla IX), inserciones
pequefias (ver tabla X), pequefias inserciones/eliminaciones (Ver Tabla XI),
eliminaciones gruesas (ver Tabla Xlil), inserciones gruesas (ver Tabla XIil) y
redistribuciones complejas (ver Tabla XiV).

Ademés, los métodos descritos anteriormente se usan para la
deteccidn de cualquier tipo de enfermedad incluyendo, pero sin limitarse a
las listadas en la Tabla [V. Ademaés, usando las invenciones descritas aqul
se detecta cualquier tipo de gen mutante incluyendo, pero sin limitarse a
genes asociados con las enfermedades listadas en la Tabla IV, BRCAT1,
BRCA2, MSH6, MSH2, MLH1, RET, PTEN, ATM, H-RAS, p53, ELAC2,
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CDH1, APC, AR, PMS2, MLH3, CYP1A1, GSTP1, GSTM1, AXIN2, CYP19,
MET, NAT1, CDKN2A, NQO1, tre8, RADS1, PMS1, TGFBR2, VHL, MC4R,
POMC, NROB2, UCP2, PCSK1, PPARG, ADRB2, UCP3, giur1, cart,
SORBS1, LEP, LEPR, SIM1, TNF, IL-6, IL-1, IL-2, IL-3, IL1A, TAP2, THPO,
THRB, NBS1, RBM15, LIF, MPL, RUNX1, Her-2, receptor glucocorticoid,
receptor estrégeno, receptor tiroidea, p21, p27, K-RAS, N-RAS, proteina
retinoblastoma, gen Wiskott-Aldrich (WAS), Factor V Leiden, Factor I
(protrombina), reductasa metilen tetrahidrofilato, fibrosis quistica, receptor
LDL, receptor HDL, gen dismutasa superéxido, gen SHOX, genes
involucrados en la regulacién de 6xido nitrico, genes involucrados en la
regulacién del ciclo de célula, genes supresores de tumor, oncogeénicos,
genes asociados con neurodegeneracién, genes asociados con obesidad.
Las abreviaturas corresponden a las protelnas como se lisian en la Base de
Datos de Mutacidon de Gen Humano, que estd incorporado a este como
referencia, www.archive.uwem.ac.uk./uwem; pégina web activa desde
Febrero 12 de 2003).

Los ejemplos anteriores muestran |la deteccién de células mutantes y
alelos mutantes de una muestra fecal. Sin embargo, los métodos descritos
aqui se usan para la deteccién de células mutantes de cualquier muestra
bioldgica que incluye, sin limitarse a muestra de sangre, muesira de suero,
muestra de plasma, muestra de orina, fluido espinal, fluido linfatico, semen,
secrecion vaginal, fluido ascitico, saliva, secrecidén mucosa, fluido peritoneal,
muestra fecal, transpiraciones corporales, fluido del pecho, aspiraciones
pulmonares, células, tejidos, células individuales o exiractos de dichas
fuentes que contienen el &cido nuciéico de las mismas, y estructuras sub-
celulares tales como mitocondria o cloroplastos. Ademds, los métodos
descritos aqui se usan para la deteccién de células mutantes y ADN mutante
de cualquier numero de &cidos nucléicos que contienen fuentes que
incluyen, pero no se limitan a muestras forenses, de alimento, arqueolégicas,
agriculturales o inorgdnicas.

El ejemplo anterior esta dirigido a la detecciébn de mutaciones en el
gen APC. Sin embargo, las invenciones descritas aqul se usan para la
deteccién de mutaciones en cualquier gen gue estd asociado, o que
predispone una enfermedad (ver Tabla XV).
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Por ejemplo, la hipermetilacién del promotor de glutation S-transferasa
(GSTP1) es la alteracion de ADN méds comin en el cdncer de prostata. El
estado de mutilacion del promotor se determina usando bisulfito de sodio y
los métodos descritos aqui.

El tratamiento con bisulfito de sodio convierte los residuos de citosina
no metilados en uracilo, y deja 1as citosinas metiladas sin cambiar. Usando
los métodos descritos aquf, se diseflan una primera y segunda plantilla para
amplificar las regiones del promotor de GSTP1 gque usualmente estén
metiladas. A continuacién se muestra una region del promotor GSTP1 antes
del tratamiento con bisulfito de sodio:

Antes del tratamiento con bisufito de sodio:
5 ACCGCTACA
3' TGGCGATCA

A continuacién se muestra una region del promotor GSTP1 después
del tratamiento con bisulfito de sodio, amplificacién de PCR, y la digestién
con la enzima de restriccion tipo IS BsmF |:

No metilado

5 ACC

3 TGG u G A T
Posicidn de la proyeccion 1 2 3 4
Metilado

5 ACC

3 TGG Cc G A T

-
N
W
F Y

Posicién de la proyeccion

Se usa ddATP marcado, dCTP, dGTP y dTTP no marcados para
llenar las proyecciones 5. Se generan las siguientes moléculas:

No metilado

5' ACC A*

3 TGG U G A T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

P4



Metilado
5 ACC G C T A*
3 TGG c G A T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Se ven dos sefiales; una corresponde a las moléculas de ADN
llenadas con ddATP en la posicién complementaria a la proyeccion (no
metilada), y la otra coresponde a Ias moléculas de ADN lienadas con ddATP
en la posicién 4 complementaria a la proyeccion (metilada). Las dos sefiales
son separadas con base en el peso molecular. Altemativamente, las
reacciones de llenado se lievan a cebo en reacciones separadas usando
ddGTP marcado en una reaccién y ddATP marcado en otra reaccion.

Los métodos descritos aqui se usan para detectar cancer de prostata
y también para monitorear la progresion y severidad de la enfermedad. El
uso de un nucledtido simple para detectar las secuencias metiladas y no
metiladas permite la cuantificacion precisa, y provee un nivel alto de
sensibilidad para las secuencias metiladas, gue es una herramienta Util para
la deteccién temprana de una enfermedad.

La informacién contenida en las Tablas VII-XIV se obtuvo de la Base
de Datos de Mutacién del Gen Humano. Con la informacién suministrada
aqul, el experto entenderd cOomo aplicar estos meétodos para la
determinacion de la secuencia de los alelos en cuaiquier gen. Se puede
encontrar un gran numero de genes y las mutaciones asociadas en la
siguiente pagina de intemet: www.archive.uwem.ac.uk./uwem.

TABLA VII: SUSTITUCIONES DE NUCLEOTIDO

Cododn Nucledtido Aminodcido Fenotipo
99 CGG-TGG | Arg-Trp Poliposis Cdlica Adenomatosa
121 AGA-TGA Arg-Term Poliposis Colica Adenomatosa
157 TGG-TAG | Trp-Term Poliposis Colica Adenomatosa
159 TAC-TAG | Tyr-Term “Poliposis Cdlica Adenomatosa
163 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
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168 AGA-TGA | Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
171 AGT-ATT Ser-lle Poliposis Cdlica Adenomatosa
181 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
190 GAA-TAA | Glu-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
202 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
208 CAG-CGG | Gin-Arg Poliposis Célica Adenomatosa
208 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
213 CGATGA | Arg-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
215 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
216 CGA-TGA Arg-Term Poliposis Colica Adenomatosa
232 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
233 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
247 CAG-TAG | GIn-Term Poliposis Célica Adenomatosa
267 GGA-TGA | Gly-Term Poliposis Célica Adenomatosa
278 CAG-TAG | Gin-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
280 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Colica Adenomatosa
280 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
283 CGA-TGA |Arg-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
302 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Colica Adenomatosa
332 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Colica Adenomatosa
358 CAG-TAG GIn-Term Poliposis Célica Adenomatosa
405 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Colica Adenomatosa
414 CGC-TGC Arg-Cys Poliposis Célica Adenomatosa
422 GAG-TAG Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
423 TGG-TAG Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
424 CAG-TAG |Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
433 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
443 GAA-TAA | Giu-Term Poliposis Colica Adenomatosa
457 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
473 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
486 TAC-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
499 CGA-TGA |Arg-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
500 TAT-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
541 CAG-TAG | Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
553 TGG-TAG Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
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554 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
564 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
577 TTA-TAA Leu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
586 AAA-TAA Lys-Term Poliposis Célica Adenomatosa
592 TTA-TGA Leu-Term Poliposis Colica Adenomatosa
593 TGG-TAG Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
503 TGG-TGA | Trp-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
622 TAC-TAA Tyr-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
625 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
629 TTA-TAA Leu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
650 CAG-TAG | Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
684 TTG-TAG Leu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
685 TIG-TGA | Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
695 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
699 TGG-TGA | Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
699 TGG-TAG Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
713 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
722 AGT-GGT Ser-Gly Poliposis Cdlica Adenomatosa
747 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
764 TTA-TAA Leu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
784 TCT-ACT Ser-Thr Poliposis Cdlica Adenomatosa
805 CGA-TGA Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
811 TCA-TGA | Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
848 AAA-TAA Lys-Term Poliposis Coélica Adenomatosa
876 CGA-TGA Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
879 CAG-TAG Gin-Tem Poliposis Célica Adenomatosa
893 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
932 TCA-TAA | Ser-Term Poliposis Céiica Adenomatosa
932 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Céiica Adenomatosa
935 TAC-TAG | Tyr-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
935 TAC-TAA Tyr-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
995 TGC-TGA Cys-Term Poliposis Célica Adenomatosa
987 TAT-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
999 CAA-TAA | GinTerm Poliposis Célica Adenomatosa
1000 TAC-TAA Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
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1020 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1032 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1044 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1044 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1045 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1048 TGG-TGA Trp-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1067 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1071 CAA-TAA | Gin-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1075 TAT-TAA Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1075 TAT-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1102 TAC-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1110 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1114 CGA-TGA | Arg-Tem Poliposis Colica Adenomatosa
1123 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1135 TAT-TAG Tyr-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1152 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1155 GAA-TAA Giu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1168 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1175 CAG-TAG | GIn-Tem Poliposis Cdlica Adenomatosa
1176 CCT-CTT Pro-Leu Poliposis Célica Adenomatosa
1184 GCC-CCC Ala-Pro Poliposis Cdlica Adenomatosa
1193 CAG-TAG GIn-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1194 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1198 TCA-TGA | Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1201 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1228 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1230 CAG-TAG GIn-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1244 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Cdlice Adenomatosa
1249 TGC-TGA Cys-Term Poliposis Céfica Adenomatosa
1256 CAA-TAA Gin-Term Poliposis Calica Adenomatosa
1262 TAT-TAA Tyr-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1270 TGT-TGA Cys-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1276 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1278 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1286 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
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1289 TGT-TGA Cys-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1294 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1307 ATA-AAA [ lle-Lys Cancer colomrectal, predisposicion
&, asoclacidn
1309 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1317  [GAACAA | Giu-Gin Poliposis Colica Adenomatosa
1328 CAG-TAG Gln-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1338 CAG-TAG | Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1342 TTA-TAA Leu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1342 TTA-TGA Leu-Term Poliposis Colica Adenomatosa
1348 AGG-TGG | Arg-Trp Poliposis Cdlica Adenomatosa
1357 GGA-TGA Gly-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1367 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1370 AAA-TAA Lys-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1362 TCA-AAA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1392 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1397 GAG-TAG Glu-Term Poliposis Colica Adsnomatosa
1449 AAG-TAG Lys-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1450 CGA-TGA | Arg-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1451 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1503 TCA-TAA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1517 CAG-TAG | Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1529 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1539 TAC-TAA Ser-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1541 CAG-TAG [ GIn-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1564 TTA-TAA Leu-Term Poliposis Cdlica Adenomatosa
1567 TCA-TGA Ser-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1640 GGG-TGG |Arg-Trp Poliposis Célica Adenomatosa
1693 GAA-TAA Glu-Term Poliposis Célica Adenomatosa
1822 GAC-GTC |As-Vval Poliposis  colica adenomatosa,
asoclacion con?
2038 CTG-GTG Leu-val Poliposis Colica Adenomatosa
2040 CAG-TAG Gin-Term Poliposis Célica Adenomatosa
2568 AGA-AAA | Arg-lys Poliposis Célica Adenomatosa
2621 TCT-TGT Ser-Cys Poliposis Célica Adenomatosa
2830 CTITIT Leu-Phe Poliposis Colica Adenomatosa




TABLA VII: SUSTITUCIONES DE NUCLEOTIDOS

Donante/ | Ubicacidn | Sustitucién | Fenotipo

aceptor relativa )

ds -1 GC Poliposis Cdlica Adenomatosa
as -1 G-A Poliposis Colica Adenomatosa
as -1 G-C Poliposis Célica Adenomatosa
ds +2 T-A Poliposis Célica Adenomatosa
as -1 G-C Poliposis Célica Adenomatosa
as -1 G-T Poliposis Colica Adenomatosa
as -1 G-A Poliposis Célica Adenomatosa
as -2 A-C Poliposis Cdlica Adenomatosa
as 5 A-G Poliposis Célica Adenomatosa
ds +3 A-C Poliposis Célica Adenomatosa
as -1 G-A Poliposis Cdlica Adenomatosa
ds +1 G-A Poliposis Cdlica Adenomatosa
as -1 G-T Poliposis Célica Adenomatosa
ds +1 G-A Poliposis Célica Adenomatosa
as -1 G-A Poliposis Célica Adenomatosa
ds +1 G-A Poliposis Colica Adenomatosa
ds +3 A-G Poliposis Colica Adenomatosa
ds +5 G-T Poliposis Célica Adenomatosa
as -1 G-A Poliposis Célica Adenomatosa
as 6 A-G Poliposis Célica Adenomatosa
as -5 AG Poliposis Célica Adenomatosa
as -2 A-G Poliposis Cdlica Adenomatosa
ds +2 T-C Poliposis Célica Adenomatosa
as -2 AG Poliposis Cdlica Adenomatosa
ds +1 G-A Poliposis Colica Adenomatosa
ds +1 G-T Poliposis Cofica Adenomatosa
ds +2 TG Poliposis Célica Adenomatosa
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TABLA IX: ELIMINACIONES PEQUENAS DE APC

Las letras en negrita indican el oodo'n. Las letras en mindsculas
representan la eliminacién. Cuando Ias eliminaciones se extienden mas alla
de la regiébn de codificacién, se provee otra informacion adicional. Por

ejemplo, la abreviatura 5 UTR representa regién no transladada &', y la

abreviacién E616 denota el Iimite ex6n 6 / intron 6.

Ublcacién/C Eliminacién Faenotipo
odén
7 TAgataGCAGTAATTT Poliposis Cdlica { SEC ID No: 52
Adenomatosa
a7 GGAAGcegagaggGATCTGTATC Poliposls Célica | SEC ID No: 83
Adenomatosa
138 GAGAaAGAGAG_E3I3_GTAA Céancer de SEC ID No: 54
Tirodes
139 AAAGAgag E3I3_Gtaacttttct Poliposis Célica | SEC ID No: 55
_ Adenomatosa
139 AAAGagag E3I3_GTAACTTTIC Poliposis Célica | SEC ID No: 58
Adenomatosa
142 TTTTAAAAAABAAAAATAG_I3E4A_GTCA | Poliposis Cdlica | SEC ID No: 57
Adenomatosa
144 AAAATAG_I3E4_GTCatTGCTTCTTGC Poliposis Célica | SEC ID No: 58
Adenomatosa
149 GACABaGAAGAAAAGG Pollposis Célica | SEC ID No: 58
Adenomatosa
149 GACAAagaaGAAAAGGAAA Poliposis Colica | SEC 1D No: 80
Adenomatosa
155 AGGAAMAAAGACIggtATTACGCTCA Pollposis Célica | SEC ID No: 61
Adenomatosa _
169 AAAAGAMATAGatagTCTTCCTTTA Poliposis Célica | SEC ID No: 82
_ Adenomatosa
172 AGATAGTACTTcCTTTAACTGA Poliposis Célica | SEC ID No: 63
- Adenomatosa
179 TCCTTacaaACAGATATGA Poliposis Colica | SEC ID No: 64
Adsnomatosa
185 ACCaGAAGGCAATT Poliposis Célica | SEC ID No: 85
_ Adenomatosa
186 ATCAGagTTGCGATGGA Poliposis Célica | SEC ID No: 86
_ Adenomatosa .
213 CGAGCaCAG_ESIS_GTAAGTT Poliposis Célica | SEC ID No: 87
N Adenomatosa
258 CACtcTGCACCTCGA Poliposis Colica | SEC ID No: 68
Adenomatosa
329 GATaTGTCGCGAAC Poliposls Célice | SEC ID No: 69
Adenomatosa
385 AAAGACICTGTATTGTT Poliposis Célica | SEC ID No: 70
Adenomatosa
397 GACaeGAGAGGCAGG Poliposis Célica | SEC ID No: 71
Adenomatosa
427 CATGAacCAGGCATGGA Poliposis Célica | SEC ID No: 72
Adenomatosa
428 GAACCaGGCATGGACC Poliposis Célica | SEC ID No: 73
Adenomatosa
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436 ATTCCaa EBI9 gTATGTTCTCT Poliposis Célica | SEC ID No: 74
_ _ Adsnomatosa
440 AGTCCCIGTTGAACATC Poliposis Céllca | SEC ID No: 75
Adenomatosa
455 AAACTITCATTTGATG Poliposis Colica | SEC ID No: 78
Adenomatosa
4556 AAACHtcaTTTGATGAAG Poliposis Cdlica { SEC ID No: 77
Adenomatosa _L
472 CTACAGGCCATTGC Poliposis Célica | SEC ID No: 78
Adenomatosa
472 TAAATTAG_|10E11_GGgGACTACAGGC | Poliposis Célica | SEC ID No: 78
Adenomatosa
478 TTATIGCAAGTGGAC Poliposis Cdlica | SEC ID No: 80
Adenomatosa
486 TACGgGCTTACTAAT Polipogis Cdlica | SEC ID No: 81
Adenomatosa
494 AGTATIACACTAAGAC Poliposis Colica | SEC ID No: 82
Adenomatosa
495 ATTACacTAAGACGATA Poliposis Célica | SEC ID No: 83
Adenomatosa
497 CTABRGACGATATGC Poliposis Célica | SEC ID No: 84
Adenomatosa
520 TGCTCaTGAAAGGCTG Poliposis Célica | SEC ID No: 85
_ Adenomatosa
526 ATGAGagcactigtigGCCCAACTAA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 86
Adenomatosa _
538 GACTTaCAGCAG_E12112_GTAC Pollposis Célica | SEC ID No: 87
Adenomatosa
560 AAAAAGaCGTTGCGAGA Poliposis Célica | SEC ID No: 88
Adenomatosa
586 GTTGgeagtiGTGAAAGCAT Poliposis Colica | SEC ID No: 89
Adenomatosa
570 AAAGCaTTGATGGAAT Pollposis Colica | SEC ID No: 80
Adenomatosa
577 TTAGaagiTAAAAAG_E13113_GTA Poliposis Colica { SEC ID No: 91
Adenomatosa
584 ACCCTcAAAAGCGTAT Paliposis Célica | SEC ID No: 92
Adenomatosa
591 GCCTIATGGAATTTG Poliposis Cdlica | SEC ID No: 93
Adenomatosa
808 GCTgTAGATGGTGC Poliposis Coélica | SEC ID No: 84
Adenomatosa
817 GTTggcacicttacttaccGGAGCCAGAC Poliposis Célica | SEC ID No: 85
Adsnomatosa
820 CTTACttacCGGAGCCAGA Poliposis Célica | SEC ID No: 68
_ Adenomatosa
621 ACTTaCCGGAGCCAG Poliposis Colica | SEC ID No: 87
Adenomatosa
824 AGCcaGACAAACACT Poliposis Cdlica | SEC ID No: 98
_ Adenomatosa
824 AGCCagacAAACACTTTA Pollposis Célica | SEC ID No: 98
Adenomatosa
8268 ACAaacaCTTTAGCCAT Poliposis Célica | SEC ID No: 100
Adenomatosa
829 TTAGCCATTATTGAAA Poliposis Célica | SEC ID No: 101
Adenomatosa
835 GGAGQTGGGATATTA Poliposis Célica | SEC ID No: 102
Adenomeatosa
638 ATATIACGGAATGTG Poliposis Célica | SEC ID No: 103
_ Adenomatosa
639 TTACGgAATGTGTCCA Poliposis Célica | SEC ID No: 104
. Adenomatosa
657 AGAgaGAACAACTGT Poliposia Célica | SEC ID No: 105
Adenomatosa
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Adenomatosa

659 TATTTCAG_|14E15_GCaaatcctaagagagA | Poliposis Colica | SEC ID No: 108
ACAACTGTC Adenomatosa
880 AACTGICTACAAACTT Poliposie Colica | SEC ID No: 107
_ . Adenomatosa
665 TTARACAACACTTA Poliposls Célica | SEC ID No: 108
Adenomatosa
668 CACHAAAATCTCAT Polipasis Célica | SEC ID No: 109
_ Adenomatosa
673 AGTttgacaatagtCAGTAATGCA Poliposis Célica | SEC ID No: 110
Adenomatosa
768 CACTTaTCAGAAACTT Pollposis Célica | SEC ID No: 111
Adenomatosa _
769 TTATCAGAAACTTTT Pollposis Célica | SEC ID No: 112
Adenomatosa
770 TCAGAaACTTTTGACA Pollposis Célica | SEC ID No: 113
Adsnomatosa
780 AGTCcCAAGGCATCT Poliposis Colica | SEC ID No: 114
Adenomatosa
792 AAGCaAAGTCTCTAT Poliposis Célica | SEC ID No: 115
Adenomatosa
792 AAGCAaaGTCTCTATGG Poliposis Célica | SEC ID No: 118
Adenomatosa
793 CAAAQTCTCTATGGT Poliposis Cdlica | SEC ID No: 117
Adenomatosa _
798 GATTetGTTTTTGACA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 118
_ _ Adenomaztosa
802 GACACcaatcgacatGATGATAATA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 119
Adenomatosa
805 CGACatGATGATAATA Poliposis Célica | SEC ID No: 120
Adenomatosa
811 TCAGacaaTTTTAATACT Pollposis Célica | SEC ID No: 121
Adenomatosa
825 TATITGAATACTAC Poliposis Célica | SEC ID No: 122
Adenomatosa _
827 AATACTACAGTGTTA Poliposis Célica | SEC ID No: 123
_ _ Adenomatosa
830 GTGT T acccagetectctTCATCAAGAG Pollposis Célica | SEC ID No: 124
Adenomatosa
833 AGCTCcTCTTCATCAA Pollposis Célica | SEC ID No: 125
Adsnomatosa
836 TCATCAAGAGGAAGC Pollposis Célica | SEC ID No: 126
_ _ Adenomatosa
848 AAAGAEBRGAAGTTTGGA Poliposls Célica | SEC ID No: 127
Adenomatosa _
848 AAAGatagaagTTTGGAGAGA Poliposis Célica | SEC ID No: 128
[ Adenometosa
855 GAACgCGGAATTGGT Poliposis Célica | SEC ID No: 129
Adenomatosa
856 CGCGgasttGGTCTAGGCA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 130
Adenomatosa
856 CGCGgAATTGGTCTA Poliposis Célica | SEC ID No: 131
Adenomatosa
879 CAGaTCTCCACCAC Poliposls Colica | SEC ID No: 132
Adenomatosa
802 GAAGAcagaAGTTCTGGGT Poliposis Célica | SEC ID No: 133
Adenomatosa
807 GGGTcTACCACTGAA Poliposis Célica | SEC ID No: 134
Adenomatosa
915 GTGACaGATGAGAGAA Poliposis Célica | SEC ID No: 135
_ Adenomatosa
929 CATACacatTCAAACACTT Poliposis Célica | SEC ID No: 1368
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930 ACACAttcaAACACTTACA Poliposis Célica | SEC ID No: 137
_ _ Adenomaiosa
831 CATICAAACACTTA Poliposia Céllca | SEC ID No: 138
Adenomaiosa
931 CATTcAAACACTTAC Poliposis Céllca | SEC ID No: 139
Adenomatosa
933 AACacttACAATTTCAC Poliposis Célica | SEC ID No: 140
Adenomatosa __
935 TACAatitcactAAGTCGGAAA Poliposis Célica | SEC ID No: 141
_ Adenomatosa | __
937 TTCActaaGTCGGAAAAT Poliposis Célica | SEC ID No: 142
Adenomatosa
938 AAGLcggAAAAT TCAAA Pollposis Célica | SEC ID No: 143
Adenomatosa
948 ACATgQTTCTATGCCT Poliposis Célica | SEC ID No: 144
_ Adenomatosa
954 TTAGaaTACAAGAGAT Poliposis Céllca | SEC ID No: 145
Adenomatosa .
981 AATQATAGTTTAAA Pollposis Célica | SEC ID No: 146
Adenomatosa
963 AGTTTaAATAGTGTCA Poliposis Célica | SEC ID No: 147
Adenomatosa
964 TTAetaGTGTCAGTAG Poliposis Colica | SEC ID No: 148
Adenomatosa
973 TATGgTAAAAGAGGT Poliposis Célica | SEC ID No: 149
Adenomatosa
974 GGTAABRAGAGGTCAAA Poliposis Collca | SEC ID No: 150
_ _ Adenomatosa _
975 AAAAgaGGTCAAATGA Cancer de SEC ID No: 151
Tircides
292 AGTAAQTTTTGCAGTT Cancer de SEC ID No: 152
Tiroides
293 AAGHtgcagitaTGGTCAATAC Poliposis Célica | SEC ID No: 153
_ ___ Adenomatosa
999 CAAtacccagCCGACCTAGC Poliposis Coélica | SEC ID No: 154
Adenomatosa
1023 ACACCAATAAATTAT Poliposis Célica | SEC ID No: 155
Adenomatosa
1030 AAAIATTCAGATGA Poliposis Célica | SEC ID No: 156
Adenomatosa
1032 TCAGatgagCAGTTGAACT Poliposis Célica | SEC ID No: 157
Adenomatosa
1033 GATGaGCAGTTGAAC Poliposis Céllca | SEC ID No: 158
Adenomatosa
1049 TGGGCAAGACCCAAA Poliposis Célica | SEC ID No: 159
Adenomatosa _
1054 CACAataGAAGATGAAA Poliposis Célica | SEC ID No: 160
_ Adenomatosa
1055 ATAAlagaaGATGAAATAA Poliposis Célica | SEC ID No: 161
Adenomatosa
1056 ATAGABGATGAAATAA Poliposia Célica | SEC ID No: 182
Adenomatosa
1080 ATAAAaCaaaGTGAGCAAAG Pollposis Célica | SEC ID No: 163
Adenomatosa
1061 AAAcaaaGTGAGCAAAG Poliposis Cdlica | SEC ID No: 164
Adenomatosa _
1061 AAACasAGTGAGCAAA Poliposis Céllca | SEC ID No: 1656
_ Adenomatosa |
1082 CAAAgtgaGCAAAGACAA Poliposis Célica | SEC ID No: 168
_ Adenomatosa
1085 CAAAGacAATCAAGGAA Poliposis Cdllca | SEC ID No: 167
Adenomatosa
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1087 CAAcaaGGAATCAAAG Poliposis Célica | SEC ID No: 168
- Adenomatosa :
1071 CAAAgQtACAACTTATC Poliposis Colica | SEC ID No: 169
Adenomatoga
1079 ACTGagAGCACTGATG Pollposia Célica | SEC ID No: 170
Adenomatosa
1082 ATCGAIgATAAACACCT Pollposis Célica [ SEC ID No: 171 |
Adenomatosa
1084 GATaaacACCTCAAGTT Poliposis Célica | SEC ID No: 172
Adenomatosa
1086 CACCicAAGTTCCAAC Pollposis Célica | SEC ID No: 173
_ Adenomatosa
1083 TTTGgACAGCAGGAA Poliposis Célica | SEC ID No: 174
Adenomatosa
1098 TGTgITTCTCCATAC Poliposis Colica | SEC ID No: 175
Adenomatosa
1105 CAGQGAGCCAATGG Céancer de SEC ID No: 176
Tirokies
1110 TCAGAaACAAATCGAG Poliposls Célica | SEC ID No: 177
Adenomatosa
1121 ATTAAIcanAATGTAAGCC Poliposis Colica | SEC ID No: 178
Adenomatosa
1131 CAAgAAGATGACTA Poliposis Célica | SEC ID No: 178
Adenomatosa
1134 GACTAIGAAGATGATA Poliposis Colica | SEC ID No: 180
Adenomatosa
1137 GATgataaGCCTACCAAT Poliposis Colica | SEC ID No: 181
Adenomatosa _
1148 CGTTACTCTGAAGAAG Poliposis Cdlica | SEC ID No: 182
Adenomatosa
1154 GAAGaagaaGAGAGACCAA Poliposie Colica | SEC ID No: 183
Adenomatosa
1155 GAAGasgaGAGACCAACA Poliposis Célica | SEC ID No: 184
Adenomatosa
1156 GAAgagaGACCAACAAA Poliposis Colica | SEC ID No: 185
Adenomatosa
1168 GAAgageaACGTCATGTG Poliposis Célica | SEC ID No: 186
Adenomatosa
1178 GATTAagtitaAAATATGCCA Pollposis Collca | SEC ID No: 187
_ Adenomatosa
1181 TTAARATATGCCACA Polipogis Colica | SEC ID No: 188
Adenomatosa
1184 GCCacagaTATTCCTTCA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 189
Adenomatosa
1185 ACAgaTATTCCTTCA Poliposis Célica | SEC ID No: 180
Adenomatosa
1190 TCACAgAAACAGTCAT Poliposis Célica | SEC ID No: 191
Adenomatosa
1192 AAAcaGTCATTTTCA Pollposis Cdlica | SEC ID No: 192
Adenomatosa .
1198 TCAsaGAGTTCATCT Poliposis Célica | SEC ID No: 183
Adenomatosa
1207 AAAACCGAACATATG Paliposis Colica | SEC ID No: 194
Adenomatosa
1208 ACCgaacATATGTCTTC Polipoais Célica | SEC 1D No: 185
Adenomatosa _
1210 CATatGTCTTCAAGC Poliposis Célica | SEC ID No: 188
Adenomatosa
1233 CCAAGITCTGCACAGA Pollposis Célica | SEC ID No: 187
* Adenomatosa
1249 TGCAsaGTTTCTTCTA Pollposis Célica | SEC ID No: 198
Adenomatosa
1258 ATAcaGACTTATTGT Poliposis Célica | SEC ID No: 189
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Adenomatosa

1260 CAGACHATTGTGTAGA Polipasis Célica | SEC ID No: 200

Adenomatosa .

1268 CCAaTATGTTITIC Poliposis Cdlica | SEC ID No: 201
Adenomatosa

1275 AGTICATTATCATC Polipoais Cdlica | SEC ID No: 202
_ Adenomatosa

1284 CAGGAaGCAGATTCTG Pollposis Céllca | SEC ID No: 203
_ Adenomatosa

1301 ACCCIGCAAATAGCA Poliposis Célica | SEC ID No: 204
Adenomatosa

1306 GAAABaAGAAAAGATT Poliposis Célica | SEC ID No: 205
Adenomatosa

1307 ATAaAAGAAAAGAT Poliposis Célica | SEC ID No: 208
Adenomatosa

1308 AAAgaaaAGATTGGAAC Poliposis Célica | SEC ID No: 207
_ Adenomatosa

1308 AAAGAaaagaTTGGAACTAG Poliposis Célica | SEC ID No: 208
Adenomatosa

1318 GATCcTGTGAGCGAA Paliposis Célica | SEC ID No: 209
Adenomatosa

1320 GTGAGCGAAGTTCCAG Poliposis Célica | SEC ID No: 210
Adenomatosa

1323 GTTCcAGCAGTGTCA Poliposis Célica | SEC ID No: 211
Adenomatosa

13290 CACCctagaaccAAATCCAGCA Poliposis Céllca | SEC ID No: 212
Adenomatosa

1336 AGACtgCAGGGTTCTA Poliposis Célica | SEC ID No: 213
Adenomatosa

1338 CAGgGTTCTAGTTT Paliposis Célica | SEC ID No: 214
_ Adenomatosa

1340 TCTAQTTTATCTTCA Poliposis Célica | SEC ID No: 215
Adenomaiosa

1342 TTATcTTCAGAATCA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 216
Adenomatosa

1352 GTTgAATTTTICTTC Poliposis Cdlica | SEC ID Na: 217
Adenomatosa

1361 CCCTCAAAAGTGGT Pallposis Colica | SEC ID No: 218
_ Adenomatosa

1364 ATGgotgCTCAGACACC Poliposis Célica | SEC ID No: 218
Adenomatosa

131 AGTCCacCTGAACACTA Poliposis Célica | SEC ID No: 220
Adenomatosa

1372 CCACCIGAACACTATG Paliposis Colica | SEC ID No: 221
Adenomatosa

1376 TATGHCAGGAGACCC Poliposis Célica | SEC ID No: 222
Adenomatosa

1384 GATAGITTTGAGAGTC Poliposis Cdlica | SEC ID No: 223
Adenomatosa

1401 ATTGCcAGCTCCGTTC Poliposis Célica | SEC ID No: 224
Adenomatosa

1415 AGTGGCATTATAAGCC Pollposis Cdlica | SEC ID No: 225
_ Adenomatosa

1426 AGCCcTGGACAAACC Poliposis Célica | SEC ID No: 226
Adenomatosa

1427 CCTGGaCAAACCATGC Poliposis Céllca | SEC ID No: 227
Adenomatosa

1431 ATGCcACCAAGCAGA Pollposis Célica | SEC ID No: 228
Adenomeatosa

1454 AAAAAIAAAGCACCTA Poliposis Cdlica | SEC ID No: 228
Adenomatosa

1461 GAABAGAGAGAGAG Poliposis Célica | SEC ID No: 230
_ Adenomatosa

1483 AGAgagaGTGGACCTAA Poliposis Célica | SEC ID No: 231
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_ Adenomatosa
1484 GAGAgTGGACCTAAG Poliposis Cdllca | SEC ID No: 232
Adenomatosa
1464 GAGAgtGGACCTAAGC Poliposls Cdélica | SEC ID No: 233
Adenomatosa
1464 GABagTGGACCTAAG Poliposis Colica | SEC ID No: 234
Adenomstosa
1492 GCCaCGGAAAGTAC Poliposis Cdlica | SEC ID No: 235
Adenomatosa
1483 ACGGABAGTACTCCAG Poliposis Célica | SEC ID No: 238
Adenomatosa
1497 CCAGaTGGATTTTC Poliposia Célica | SEC ID No: 237
Adenomatosa
1503 TCAtccaGCCTGAGTGC Poliposis Cdélica | SEC ID No: 238
Adenomatosa
1522 TTAagaataaTGCCTCCAGT Poliposis Célica | SEC ID No: 238
_ _ Adenomatosa
1536 GAAACagAATCAGAGCA Poliposis Cdlica | SEC IiD No: 240
_ _ _ Adenomatosa .
1545 TCAAAIgaaaACCAAGAGAA Poliposis Cdélica | SEC ID No:-241
Adenomatosa
1547 GAABACCAAGAGAA Poliposls Célica | SEC ID No: 242
Adenomatosa
1550 GAGAaagaGGCAGAAAAA Poliposis Célica | SEC ID No: 243
Adenomatosa
1577 GAATGIATTATTICTG Poliposis Céllca | SEC ID No: 244
Adenomestosa
15584 CCAGCcCAGACTGCTT Pollposis Célica | SEC ID No: 245
Adenomatosa
1568 CAGACIGCTTCAAAAT Poliposis Célica | SEC ID No: 246
Adenometosa .
1823 TTCAaTGATAAGCTC Poliposis Colica | SEC ID No: 247
Adenomatosa
1859 AATGAHRCITTGAGTTCTC Poliposis Colica | SEC ID No: 248
Adenomatosa
1941 CCAGAcagaGGGGCAGCAA Tumores SEC ID No: 248
Desmoides
1957 GAABATACTCCAGT Poliposis Cdlica | SEC ID No: 250
Adenomatosa
1980 AACaATAAAGAAAA Poliposis Céllca | SEC ID No: 251
Adenomatosa
1985 GAACCIATCAAAGAGA Poliposis Colica | SEC ID No: 252
. Adenomatosa
1986 CCTaTCAAAGAGAC Poliposls Cdlica | SEC ID No: 253
_ Adenomatosa
1998 GAACCAAGTAAACCT Poliposis Cdlica | SEC ID No: 254
Adenomatosa
2044 AGCTCcGCAATGCCAA Poliposis Célica | SEC ID No: 255
Adenomatosa
2556 TCATCccticctcGAGTAAGCAC Poliposis Célica | SEC ID No: 258
Adenomsatoesa
2643 CTAATitatCAAATGGCAC Pollposis Célica | SEC ID No: 2567
Adenomatosa

TABLA X: INSERSIONES PEQUERAS




Codén Insercion Fenotipo

157 T Poliposis Célica Adenomatosa
170 AGAT Polipasis Cdlica Adenomatosa
172 T Poliposis Célica Adenomatosa
199 G Poliposis Célica Adenomatosa
243 AG Poliposis Célica Adenomatosa
266 T Poliposis Cdlica Adenomatosa
357 A Poliposis Célica Adenomatosa
405 C Poliposis Célica Adenomatosa
413 T Poliposis Célica Adenomatosa
416 A Poliposis Célica Adenomatosa
457 G Poliposis Cdlica Adenomatosa
473 A Poliposis Célica Adenomatosa
503 ATTC Poliposis Cdlica Adenomatosa
519 C Poliposis Colica Adenomatosa
528 A Poliposis Colica Adenomatosa
561 A Poliposis Colica Adenomatosa
608 A Poliposis Cdlica Adenomatosa
620 CT Poliposis Colica Adenomatosa
621 A Poliposis Célica Adenomatosa
623 TTAC Poliposis Colica Adenomatosa
627 A Poliposis Colica Adenomatosa
629 A Poliposis Célica Adenomatosa
636 GT Poliposis Cdlica Adenomatosa
639 A Poliposis Célica Adenomatosa
704 T Poliposis Célica Adenomatosa
740 ATGC Poliposis Colica Adenomatosa
764 T Poliposis Célica Adenomatosa
779 TT Poliposis Cdlica Adenomatosa
807 AT Poliposis Colica Adenomatosa
827 AT Poliposis Clica Adenomatosa
831 A Poliposis Célica Adenomatosa
841 CTTA Poliposis Cdlica Adenomatosa
86856 CT Poliposis Cdlica Adenomatosa
865 AT Poliposis Colica Adenomatosa




900 TG Poliposis Célica Adenomatosa
921 G Poliposis Colica Adenomatosa
927 A Poliposis Cblica Adenomatosa
935 A Poliposis Célica Adenomatosa
836 C Poliposis Célica Adenomatosa
975 A Poliposis Célica Adenomatosa
985 T Poliposls Colica Adenomatosa
997 A Poliposis Célica Adenomatosa
1010 TA Poliposis Célica Adenomatosa
1085 C Poliposis Cdlica Adenomatosa
1085 AT Poliposis Colica Adenomatosa
1095 A Poliposis Colica Adenomatosa
1100 GTTT Poliposis Cdlica Adenomatosa
1107 GGAG Poliposis Cdlica Adenomatosa
1120 G Poliposis Célica Adenomatosa
1166 A Poliposis Célica Adenomatosa
1179 T Poliposis Colica Adenomatosa
1187 A Poliposis Célica Adenomatosa
1211 T Poliposis Célica Adenomatosa
1256 A Poliposis Célica Adenomatosa
1265 T Poliposis Célica Adenomatosa
1267 GATA Poliposis Cdlica Adenomatosa
1268 T Poliposis Célica Adenomatosa
1301 A Poliposis Célica Adenomatosa
1301 C Poliposis Cdlica Adenomatosa
1323 A Poliposis Célica Adenomatosa
1342 T Poliposis Célica Adenomatosa
1382 T Poliposis Cdlica Adenomatosa
1458 GTAG Poliposis Célica Adenomatosa
1463 AG Poliposis Célica Adenomatosa
1488 T Poliposis Cdlica Adenomatosa
1531 A Poliposis Célica Adenomatosa
1533 T Poliposis Coélica Adenomatosa
1554 A Poliposis Cdlica Adenomatosa
1655 A Poliposis Cdlica Adenomatosa
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1556 T Poliposis Célica Adenomatosa
1563 GACCT Poliposis Cdlica Adenomatosa
1924 AA Tumores Desmoides

TABLA XI: INSERCIONES/ELIMINACIONES PEQUENAS

[Ublcacién/ Eliminacién Insercién Fenotipo
Codén

538 GAAGACTTACAGCAGG Gaa Pollposis SEC ID No: 258
Célica
Adenomatosa

620 CTTACttaCCGGAGCCAG |Ct Poliposis SEC ID No: 268
Colica
Adenomatosa

728 AATcicatGGCAAATAGG Tigcagcitiaa | Pollposis
Colica

. 26
(SEC ID No: 260) {SEC ID No: 261 Aderomalosa

71 GATGgtTATGGTAAAA tea Poliposis SEC ID No: 282
Colica
Adenomatosa

TABLA XlI: ELIMINACIONES GRUESAS

2 kb incluyendo ex. 11

Poliposis Célica Adenomatosa

3 kb 110E11-1.5 kb a 112E13-170 bp

Poliposis Célica Adenomatosa

335 bp nt. 1409-1473 ex. 11-13

Poliposis Colica Adenomatosa

6 kb incl. ex. 14

Poliposis Colica Adenomatosa

817 bp (13E14-679 a |113E14+138

Polipasis Colica:Adenomatosa

ex. 11-15M

Poliposis Célica Adenomatosa

ex. 11-3'UTR Poliposis Célica Adenomatosa
ex. 15A- ex. 15F Poliposis Colica Adenomatosa
ex. 4 Pollposis Célica Adenomatosa
ex.7,8,y9 Poliposis Cdlica Adenomatosa
ex. 8 hasta mas alla de ex. 15F Poliposis Célica Adenomatosa
ex. 8 —ex. 15F Poliposis Célica Adenomatosa
ex.9 Poliposls Célica Adenomatosa

>10 mb (elim. 5q22)

Poliposis Colica Adenomatosa

TABLA XlIl: INSERCIONES Y DUPLICACIONES GRUESAS



W

IJ’I

/

Descripcién

Fenotipo

/[

Insercién de 14 bp nt. 38168

Polipasis Célica Adenomatosa

Insercién de 22 bp nt. 4022

Poliposis Cdlica Adenomatosa

Duplicacién de 43 bp cd. 1295

Poliposis Célica Adenomatosa

Alu | cd. 1526

Insercén de 337 bp de secuencia de

Tumores Desmoides

TABLA XIV: REDISTRIBUCIONES COMPLEJAS (INCLUYENDO
INVERSIONES)

A-T nt. 4893 Q1625H, Elim. C nt. 4897 cd. 1627

Poliposis Cdlica Adenomatosa

Elim. 1080 bp 113E14-728 a E14114+158, ins. 126 bp

Poliposis Cdiica Adenomatosa

Elim. 1081 bp E14114+27 a E14114+1627, ine. 180 bp

Poliposis Célica Adenomatosa

Elim. 130 bp, ins. 15 bp nt. 4394, cd 1464

Paliposis Célica Adenomatosa

Elim. Ay T cd. 1385

Poliposis Cdlica Adenomatosa

Elim. TC nt. 4145, Elim. TGT nt. 4148

Poliposis Cdlica Adenomatosa

Elim. T, nt. 883, Elim. 70 bp, nt. 985

Poliposis Cdlica Adenomatosa

[Elim, Nt. 3892-3903, ins ATTT

Poliposis Cdlica Adenomatosa

TABLA XV: APLICACIONES DE DIAGNOSTICO

Her2/Neu se puede detectar y
cuantificar como marcador posible
del céncer de seno. Los métodos
descritos aqul detectan ambos, alelo
mutante y alelo normal, Incluso
cuando el alelc mutants estd en una
pequefia fraccién del ADN lotal.

Tipo de | Marcador Aplicacién Referencia

Céncer

Seno Her2/Neu Usando los métodos descritos equl, | D. Xie et al., J.
Detecclon- ol disefio de la segunda plantllla de | Netl. Cancer
polimorfismo en |forma que después de la PCR vy la | institufe, 82, 412
el coddn 685 digestion con la enzima de|(2000)
(GTCivalina a restriccibn, se geners una
ATCllsoleucina |proyeccidon 5° que contiene
[Vail(885)lle] secuencia de ADN para el coddn|K.S. Wilsan et al.,

@855 de Her2/Neu. Am. J. Pathol.,

181, 11 71 (2002)

L. Neuman,
Cancer Control, 8,
473 (2002)
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Le terapla de Herceptina para el
cancer de seno se basa en la
doteccidn de Her2. Entre maés
tempranamente se puede detectar al
alelo mutante, més répido se puede
suministrar terapia.

Seno/Ovarlo Hiparmetilacién |Los métodos descritoe aqul se|M. Esteller et al,
de BRCA1 pueden usar para diferenciar entre | New England Jnl
tumores producidos por mutaciones | Med., 344, 538
BRCA1 hereditarias y aquellos de|(2001)
metllacién anormal no hereditaria del
gen.
Vejiga Analisls Los métodos descritoe aqul se|W.G. Bas of al,
microsatelital de |pueden eplicar en el anélisis | Clinical Cancer
ADN libre de|microsetelital para la detecclon de|Res., 9, 257
tumor en la|cancer de vejiga. Los métodos | (2003)
Orina, Suero y|descritos aqul se proveen un méido
Plasma no Invasivo para la deteccidn de |M. Utting ot al.,
céancer de veliga. Clinical Cancer
Res., 8, 35 (2002)
L. Mao,
D.Sidransky st al.,
Science, 271, 869
(19886)
Pulmén Andlisls Los métodos descritos aqul se|T.Liloglou ef &/,
microsatelital de|pueden usar pama  detectar | Cancer Research,
ADN de esputo | mutaciones en las muestras de|61, 1624, (2001)
esputo, y pueden elevar
marcadamenta la precision de la|M. Tockmen ef
deteccion de cancer de pulmén |al, Caencer
preciinica. Control, 7, 18
(2000)
Fleld et al.,
Cancer Research,
59, 2890 (1989)
Cervical Andlisis del{Los métodos descritos aqul se|N. Munoz sf a&l,
genotipo HPV pueden usar pera detectar el|New Englend Jnl
genotipo HPV de una preparacién | Med., 348, 518
de frotis cervical. (2003)
Cabeza y Alteraciones Los métodos descritos aqul se|M. Spafford et al.
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Cuelio especificas pueden wusar para detectar | Clinical Cancer
tumoralas en las |cualquisra de los 23 marcadores | Research, 17,
células orales microsatelitales que estan asociados | 607 (2001)
exfolladas con el Carclnoma de Célula
{marcadores Escamosa de Cabeza y Cuslio|A. El-Naggar ef
microsatelitales) | (HNSCC) al., J. Mal. Diag.,
3, 164 (2001)
Colomectal Deteccion de|Los métodos descritos aqul se|B. Ryan et al,
mutacién en los|pueden wusar para delectar|Gut, 52, 101
genes K-res2 y|mutaciones K-ras 2 que se pueden | (2003)
APC usar como un indicador de
pronéstico de céncer colommectal
APC (Ver EJemplo 5)
Prostata Hipermetilecion |Los métodos descritos aqul se|P. Caims et al
de GSTP1 pueden usar para detectar la|Clin. Can. Res., 7,
hipermetilaclon de GSTP1 en la|2727 (2001)
orina de paclentes con céncer de
préstata; este puede ser un
indicador més preciso que el PSA.
VIH
Resistencia Deteccién de|Los métodos descritos aqul se|J. Duran et al.
Antiretroviral individuos con|pueden usar la deteccibn de|The Lancef, 353,
mutacionas en el | mutaciones en el virus del VIH. Los | 2195 (1899)
virus del VIH —jresultados del tratamlento son
e.0., mutacién | mejores en individuos que reciben
164 V o alelo|terapla antl-retroviral con base en la
CCRS5 A 32 deteccion de resistencia.
Cardiologia
Falla cardlaca|Pollmorfismos |Los méiodos descritos aqul se|K. Small et al
congestiva sinerpisticos de |pueden usar para genotipar estos | New England, Jn/
los receptores | sitios de interés y pueden ayudar a | Med., 347, 1135
andrenérgicos indentificar la gente que esti en mas | (2002)
beta1 y alfa2c alto riesgo de falla cardiaca.

EJEMPLO 8

Los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) representan la forma

més com(n de variacion de secuencia; se ha estimado que tres millones de
SNPs comunes con una frecuencia de poblacién por encima del 5% estan
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presentes en el genoma humano. Se ha desarrollado un mapa genético
usando estos polimorfismos como una guila

(hitp://research.mershfieldclinic.org/genetics/; direccion de Internet desde
Febrero 13, 2003).

La frecuencia de alelos varla de SNP a SNP; la frecuencia de alelo
para un SNP puede ser 50:50, mientras que la frecuencia de alelo para otro
SNP puede ser 90:10. Entre mas cercana la frecuencia del alelo a 50:50, es
mas probable que un individuo particular sea heterocigético en ese SNP. El
consocio de SNP provee informacién de la frecuencia de alelo para algunos
SNPs, pero no para otros.

www.snp.chsl.org. La frecuencia de alelo para un SNP particular provee
informacién valiosa en cuanto a la utilidad de ese SNP para el método de
deteccién prenatal no invasivo descrito en el Ejemplo 5. Aunque se pueden
usar todos los SNPs, es preferible usar los SNPs con frecuencias de alelo
més cercanas al 50:50.

En resumen, la sangre matema contiene ADN fetal. El ADN materno
se puede distinguir del ADN fetal mediante el examen de los SNPs en donde
la madre es heterocigética. Por ejemplo, en el SNP X, el ADN matemo
puede ser homocigético para guanina. Si el templete de ADN obtenido del
plasma de una hembra embarazada es heterocigético, como se demostrd
mediante la deteccién de las sefiales comespondientes a un alelo de adenina
y un alelo de guanina, el alelo de adenina se puede usar como una sefial
para el ADN fetal (ver Ejemplo 5). Entre méas cerca la frecuencia del alelo de
un SNP esté a 50:50, es mas probable que existan diferencias de alelo en un
SNP particular entre ot ADN matemno y el ADN fetal.

Por ejemplo, si los alelos observados en un SNP son adenina y
guanina, y el SNP tiene una frecuencia de alelo de 80(A):10(G), es probable
que ambos, madre y padre sean homocigéticos para adenina en ese SNP
particular. Asl, tanto el ADN materno como el ADN fetal serdn homocigéticos
para adenina, y no hay sefial diferente para el ADN fetal. Sin embargo, si en
SNP X la frecuencia de alelo es 50:50. y la madre es homocigética para
adenina, la probabilidad de que el ADN paterno contenga un alelo de
guanina en SNP X es més alta.

2
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A continuacion se provee un método para determinar la frecuencia de
alelo para un SNP. Se analizaron siete SNPs localizados en el cromosoma
13. El método es aplicable para cualquier SNP incluyendo, sin limitarse a los
SNPs en los cromosomas humanos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, XyY.

Preparacién del Templete de ADN

Para determinar la frecuencia del 'alelo de un SNP particular, se
obtuvo ADN de doscientos cincuenta individuos después de obtener su
consentimiento. De cada individuo se recogié una muestra de 9 ml de
sangre en un tubo estéril (Fischer Scientific, tubos Vacuette con 9 ml de
EDTA, namero de catdlogo NC9897284). Los tubos fueron centrifugados a
1000 rpm por diez minutos. El sobrenedante (el plasma) de cada muestra
fue removido, y un mililitro de la muestra de sangre restante, que
comanmente se refiere como "cubierta amarilla® se transfiri6 a un tubo
nuevo. Se agregdé un mililitro de PBS 1X a cada muestra.

El templete de ADN fue aislado usando el Kit QlAmp ADN Blood Midi,
suministrado por QIAGEN (Namero de catélogo 51183). El templete de ADN
fue aislado segun las instrucciones incluidas en el Kit. Se recolectaron
juntos 0.76 ng de ADN de cada individuo, y el ADN recolectado se usé en
todas las reacciones posteriores.

Disefio de las Plantillas
El SNP TSC0903430 se ampli6é usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:
5' GTCTTGCATGTAGAATTCTAGGGACGCTGCTTTTCGTC 3" (SEC ID No: 279)

Segunda plantilla:
5' CTCCTAGACATCGGGACTAGAATGTCCAC 3' (SEC ID No: 280)

La primera plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccién EcoRl, y se disefié para recocerse a ochenta y dos bases del
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sitio de interés. La segunda plantilla contenia el sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccién BsmF 1.

El SNP TSC0337961 se amplié usanda el siguiente conjunto de plantiilas:

Primera plantilla:

5' ACACAAGGCAGAGAATTCCAGTCCTGAGGGTGGGGGCC 3' (SEC ID No: 281)
Segunda plantilia:

5' CCGTGTTTTAACGGGACAAGCTGTTCTTC 3' (SEC ID No: 282)

La primera plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion EcoRl, y se disefié para recocerse a noventa y dos bases del
sitio de interés. La segunda plantilla contenla el sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccién BsmF 1.

El SNP TSC0786441 se amplié usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:

5' GTAGCGGAGGTTGAATTCTATATGTTGTCTTGGACATT 3' (SEC ID No: 283)
Segunda plantilla:

5' CATCAGTAGAGTGGGACGAAAGTTCTGGC 3' (SEC ID No: 284)

La primera plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion EcoRl, y se disefi6 para recocerse a ciento cuatro bases del
sitio de interés. La segunda plantilla contenla el sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccion BsmF |.

El SNP TSC1168303 se amplié usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:
5' ATCCACGCCGCAGAATTCGTATTCATGGGCATGTCAAA 3' (SEC ID No: 285)

Segunda plantilla:
5' CTTGGGACTATTGGGACCAGTGTTCAATC 3' (SEC ID No: 286)

La primera plantifla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccién EcoRl, y se disefié para recocerse a sesenta y cuatro bases

)
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del sitio de interés. La segunda plantilla contenia el sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccion BsmF |.

El SNP TSC0056188 se amplié usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:

5' CCAGAAAGCCGTGAATTCGTTAAGCCAACCTGACTCCA 3' (SEC ID No: 287)
Segunda plantilla:

5' TCGGGGTTAGTCGGGACATCCAGCAGCCC 3' (SEC ID No: 288)

La primera plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion EcoRl, y se disefié para recocerse a ochenta y dos bases del
sitio de interds. La segunda plantilla contenia el sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccién BsmF |.

El SNP TSC0468177 se amplié usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:

5' CGAAGGTAATGTGAATTCCAAAACTTAGTGCCACAATT 3' (SEC ID No: 289)
Segunda plantilla:

5' ATACCGCCCAACGGGACAGATCCATTGAC 3’ (SEC ID No: 290)

La primera plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion EcoRl, y se disefié para recocerse a noventa y dos bases del
sitio de interés. La segunda plantilla contenlia el sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccién BsmF I.

El SNP TSC0197424 se amplié usando el siguiente conjunto de plantillas:

Primera plantilla:
5' AGAAACCTGTAAGAATTCGATTCCAAATTGTTTTTTGG 3' (SEC ID No: 291)

Segunda plantilla:
§5' CGATCATAGGGGGGGACAGGAGAGAGCAC 3' (SEC ID No: 292)

La primera plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccién EcoRl, y se disefid para recocerse a ciento cuatro bases del
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sitio de interés. La segunda plantilla contenla el sitio de reconocimiento para
la enzima de restr?::cién BsmF 1.

La primera plantilla se disefi6 para recocerse a varias distancias del
sitio de interés. El experto entiende que la ubicacion de recocido de la
primera plantilla puede ser a cualquier distancia del puto de interés
incluyendo, pero sin limitarse a 5-10, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30, 31-35, 36-
40, 41-45, 46-50, 51-55, 56-60, 61-75, 66-70, 71-75, 76-80, 81-85, 86-90, 81-
85, 986-100, 101-105, 106-110, 111-115, 116-120, 121-125, 126-130, 131-
140, 141-160, 161-180, 181-200, 201-220, 221-240, 241-260, 261-280, 281-
300, 301-350, 351-400, 401-450, 451-500, 501-1000, 1001-2000, 2001-3000
0 a mas de 3000 bases.

Todos los sitios de interés fueron amplificados del templete de ADN
gendémico usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S.
Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporados aqul para referencia). En este
ejemplo, los sitios de interés fueron amplificados en tubos de reaccién
separados, pero también pudieron ser amplificados junios en una reaccién
de PCR simple. Para especificidad aumentada se usé una PCR de “inicio
caliente®. Las reacciones fueron realizadas usando el Kit HorStatTaq Master
Mix suministrado por Qiagen (nimero de catalogo 203443). La cantidad de
templete de ADN vy plantilla por reaccién se puede optimizar para cada sitio
de interés. En este ejemplo se usaron 40 ng de templete de ADN genémico
humano (una mezcla de templete de ADN de 245 individuos) y 5 uM de cada
plantilla. Se realizaron cuarenta ciclos de PCR. Se usaron las siguientes
condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 85°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces
(9) 72°C por 5 minutos.
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En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusién de la regién de recocido 3' de las segundas
plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la regiébn 3', que se
racoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parametros que producen los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interds

Los productos de PCR fueron separados de los reactivos de PCR no
usados. Después de la meaccion de PCR, % del volumen de reaccién de
SNP TSC0903430, SNP TSC 0337861 y SNP TSCO0786441 fueron
mezclados juntos en un tubo de reaccién simple. La mitad de los volumenes
de reaccion de los SNPs TCS1168303, TSC0056188, TSC466177 y
TSC01947424 fueron recolectados juntos en un tubo de reaccién simple.
Las plantillas y los nucledtidos no-usados fueron removidos de la reaccién
usando los kits de purificacién de PCR Qiagen MinElute (Qiagen, Nimero de
catadlogo 28004). Las reacciones fueron realizadas siguiendo las
instrucciones del fabricante suministradas con las columnas.

Digestién de la enzima de restriccién de los fragmentos alslados
Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de

restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
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realizadas en tubos eppendorf siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restriccion.

Incorporacién del Nucleétido Marcado

La digestién de la enzima de restriccién produjo un fragmento de ADN
con una proyeccion 5' que contenla el sito SNP o sitio de interés, y un
extremo 3' suspendido. La proyeccién 5' funcioné como un templete que
permitid la incorporacién de un nudiedtido o nucleétidos en presencia de una
polimerasa de ADN.

Como se discutié en detalle en el Ejemplo 6, se puede determinar la
secuencia de ambos alelos en un SNP con un nucledtido marcado en
presencia de otros nuclebtidos no marcados. Se agregaron los siguientes
componentes a cada reaccién de Henado: 1 ul de ddGTP marcado
fluorescentemente, 0.5 ul de ddNTPs no marcados (40 uM), que contienen
todos los nucledtidos excepto guanina, 2 ul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 pul de Secuenasa, y agua segin se necesite para una reaccion de 20 pl.
La reaccion de llenado se realiz6 a 40°C por 10 min. La Secuenasa fue la
polimerasa de ADN usada en este ejemplo. Sin embargo, se puede usar
cualquier polimerasa de ADN para una reaccién de llenado incluyendo, pero
sin limitarse a ADN polimerasa E.coli, fragmento Klenow de ADN polimerasa
| E. coli, ADN polimerasa T7, ADN polimerasa T4, polimerasa Taq, ADN
polimerasa Pfu, ADN polimerasa Vent, polimerasa de bacteriofago 29 y ADN
polimerasa Genomic REDTaq™. El ddNTP marcado no-fluorescentemente
se comprd en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los otros reactivos de
marcado, se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo Sequenase Dye
Terminador Cycle Sequencing Core, US 78565).

Detecclén del Sitio de Interés

La muestra fue cargada en una linea de un gel de acrilamida al 5%
(urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel
Packs, nimero de catalogo 50691). La muestra fue sometida a electroforesis
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en el gel a 3000 voltios por 3 min. El gel se corrié por 3 horas en un aparato
de secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue removido del
aparato y rastreado en en el Typhoon 8400 Variable Mode Imager. El
nucledtido marcado incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

A continuacion se reproduce un esquema de proyeccién 5’ para SNP
TSC0056188 (en donde R indica el sitio variable). La secuencia entera no
88 muestra, solo la porcion de la proyeccion

5' CCA
3 GGT R T C C
Posicidn de la proyeccién 1 2 3 4

Como se discutid en detalle en el Ejemplo 6, se puede usar un
nucledtido marcado con una mitad quimica para determinar la secuencia de
los alelos de un sitio de interés. Los nucledtidos observados para
TCS0056188 en la direccion de la cadena de 5' (ilustrada aqul como la
cadena superior) son adenina y guanina. El nucledtido en la posicién tres de
la proyeccibn en la direccién contraria de la cadena es citosina, que es
complementaria a guanina. Como el sitio variable puede ser adenina o
guanina, se puede usar ddGTP marcado fluorescentemente en presencia de
dCTP, dTTP y dATP no marcados, para determinar la secuencia de ambos
alelos. Las reacciones de llenado para un individuo homocigético para
guanina, homocigético para adenina, o heterocigdtico estan diagramadas a
continuacion.

Homoclgético adenina:
5' CCA A A G*

3 GGT T
Posicién de la proyeccién 1 2

-
w O
0

Homocigético guanina:

5' CCA G*
3 GGT Cc T C C
Posicién de la proyeccion 1 2

W
i

Al
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Heterocligético:
Alelo 1 5' CCA G*

3 GGT C T C C
Posicion de la proysccioén 1 2 3 4
Alelo 2 §' CCA A A G*

3 GGT T T C C

-
N
w
-9

Posicién de la proyeccién

Como se muestra en la FIG. 14, se detectaron dos bandas para SNP
TSC0056188. La banda mas baja correspondia a moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién uno complementaria a la proyeccién, que
es representativa del alelo guanina. La banda mas alta, separada por una
base simple de la banda més baja, correspondia a moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicion 3 complementaria a la proyeccion. Esta
banda representaba el alelo de adenina. La intensidad de cada banda era
fuerte, indicando que cada alelo estaba bien representado en la poblacién.
El SNP TSC0056188 es representativo de un SNP con alta frecuencia de
alelo.

A continuacién se reproduce un esquema de proyeccién 5' generado
después de la digestion con BsmF |, para SNP TSC0337861 (en donde R
indica el sitio variable). La secuencia entera no se muestra, solo la porcion
de la proyeccion

5 GCCA
3' CGGT R G Cc T
Posicidn de la proyeccion 1 2 3 4

Los nucleétidos observados para SNP TSC0337961 en la direccion de
la cadena de 5' (ilustrada aqui como la cadena superior) son adenina y
guanina. La tercera posicién en la proyeccion en la direccion contraria a la
cadena era citosina, que es complementaria a guanina. Como el sitio
variable puede ser adenina o guanina, se podian usar ddGTP marcado
fluorescentemente en presencia de dCTP, dTTP y dATP no marcados, para
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determinar la secuencia de ambos alelos. Las reacciones de llenado para
un individuo homocigético para guanina, homocigético para adenina, o
heterocigético estdn diagramadas a continuacion.

Homoclgético para guanina:

5GCCA @G*
3JCGGT C G C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

5GCCA A C G*
JCGGT T G C T

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Heterocigético:
Alelo 1 5GCCA G*
3CGGT C G C T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5GCCA A C G*
JCGGT T G C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Como se ve en la FIG. 14, se observd una banda migrando en la
posicién de la banda de méas bajo peso molecular esperada. Esta banda
representaba las moléculas de ADN lienadas con ddGTP en la posicién uno
complementaria a la proyeccién, que representa el alelo de guanina. No se
detecté banda comespondiente a las moléculas de ADN llenadas con ddGTP
en la posicion 3 complementaria a la proyeccion. El SNP TSC0337961 es
representativo de un SNP que no es altamente variable dentro de la
poblacién.

De los siete SNPs analizados, cuatro de los SNPs (TSC1168303,
TSC0056188, TSC0466177 y TSC0197424 tenlan altas frecuencias de alelo.
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Se vieron dos bandas de alta intensidad para cada uno de los cuatro SNPs
que indican que ambos alelos estaban bien representados en la poblacion.

Sin embargo, no es necesario que los SNPs tengan frecuencias de
alelo 50:50 para que sean utiles. Todos los SNPs proveen informacion dtil.
Los métodos descritos aqul proveen una técnica rapida para la
determinacion de la frecuencia de alelo en un SNP, o cualquier sitio variable
incluyendo, pero sin limitars a mutaciones puntuales. Puende ser utiles las
frecuencias de alelo de 50:50, 51:49, 52:48, 53:47, 54.46, 55:45, 56:46,
57.43, 58:42, 59:41, 60:40, 61:39, 62:38, 63:37, 64:36, 65:35, 66:34, 67:33,
68:32, 69:31, 70:30, 72:29, 72:28, 73:27, 74:26, 75:25, 76:24, 77:23, 78:22,
79:21, 80:20, 81:19, 82:18, 83:17, 84:16, 85:15, 86:14, 87:13, 88:12, 89:11,
90:10, 91:9, 92:8, 93:7, 94:6, 95:5, 96:4, 97:3, 98:2, 99:1 y 100:0.

Se vieron dos bandas para SNP TSC0903430. Una banda, la banda
de peso molecular méas bajo representaba las mo!éculas de ADN lienadas
con ddGTP marcado. Se vié una banda de intensidad mas débil para las
moléculas llenadas con ddGTP marcado, en la posicion 3 complementaria a
la proyeccién, que representaba el alelo de citosina. El SNP TSC0803430
representa un SNP con una variacibn de fracuencia de alelo. En la
poblacién, la mayorla de los individuos portan el alelo guanina, pero el alelo
de citosina aln esta presente.

Se vié una banda de alta intensidad para SNP TSC0337981 y SNP
TSC0786441. La banda detectada para SNP TSC0337861 y SNP
TSC07868441 correspondia a las moléculas de ADN llenadas con ddGTP en
la posicién 1 complementaria a la proyeccién. No se detectd sefial de las
moléculas de ADN que hubieran sido llenadas en la posicién 3
complementaria a la proyeccién, que hubieran representado al segundo
alelo. El SNP TSC0337961 y el SNP TSC0786441 representan SNPs con
pequefia variabilidad en la poblacién.

Como se demuestra en el FIG. 14, la primera plantilia usado para
amplificar cada sitio de interés se puede disefiar para recocerse a varias
distancias del sitio de interés. Esto permite analizar miltiples SNPs en la
misma reaccién. Mediante el disefio de la primera plantilla para recocerse a
distancias especificadas del sitio de interés, se puede analizar cualquier
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namero de sitios de interés en una reaccién simple que incluye, pero sin
limitarse a 1-10, 11-20, 21-30, 3140, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90, 91-
100, 101-110, 111-120, 121-130, 131-140, 141-150, 151-160, 161-170, 171-
180, 181-190, 191-200, 201-300, 301-400, 401-500 y mas de 500.

Como se discutié en el Ejemplo 6, algunas enzimas de restriccién tipo
IS muestran modelos de corte altemos. Por ejemplo, la enzima de
restriccion tipo IS BsmF | tipicamente corta a 10/14 de su sitio de ligamiento;
sin embanrgo, la enzima también puede cortar a 11/15 del sitio de ligamiento.
Para eliminar el efecto del corte altemo, los nucledtidos marcados usados
para la reaccion de llenado deben ser escogidos de forma que no sean
complementarios en la posicion 0 de la proyeccién generado por el corte a
11/15 (discutido en detalle en el Ejemplo 6). Por ejemplo, si se marca con
ddGTP, el nucleédtido anterior al sitio variable en la cadena que es llenada no
debe ser una guanina.

La proyeccién 11/15 generado por BsmF | para SNP TSC0056188
estd ilustrado a continuacién, con el sitio variable en negrita.

Proyeccion 11/15 para TSC0056188

Alelo 1 5 CC

3 GG T Cc T Cc
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3
Alelo 2 5 CC

3 GG T T T C
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3

Después de la reaccién de llenado con ddGTP marcado, dATP, dTTP
y dCTP no marcados, se generaron las siguientes moléculas:

Alelo 1 11115 5 CC A G*
3 GG T C T C
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3

Alelo 2 11/15 5 CC A A A G*
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3 GG T T T
Posicién de la proyeccién 0 1 2

W O

Se vieron dos sefiales; una banda comrespondia a moléculas llienadas
con ddGTP en la posicién uno de la proyeccion, y la otra banda correspondia
a las moléculas llenadas con ddGTP en la posicién 3 complementaria a la
proyeccién. Estas son las mismas moléculas de ADN generadas después
de la reaccién de llenado de la proyeccion 10/14. Asl, las dos bandas
pueden ser comparadas sin ninguna ambigledad del corte altemo. Este
método de marcado con un nucleétido simple elimina cualquier error
generado por las propiedades de corte alterno de las enzimas.

Los métodos descritos aqul son aplicables para determinar la frecuencia de
allo de cualquier SNP incluyendo, pero sin limitarse a los SNPs en los
cromosomas humanos 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21,22, Xy Y.

EJEMPLO 9

Los SNPs heterocigéticos por definicién difieren en un nucleétido. En
un SNP heterocigético, el alelo 1 y el alelo 2 pueden estar presentes en una
relacién 1:1. Sin embargo, es posible que las polimerasas de ADN puedan
incorporar un nucledtido a una velocidad méas rapida que otros nucleétidos, y
asl, la relacién observada de un SNP hetrocigético puede ser diferente de la
relacion tedrica esperada de 1:1.

A continuacién se describen métodos que permiten una cuantificacion
precisa y eficients de la relacién esperada de alelo 1 a alelo 2 en un SNP
heterocigético.

Preparaclon del Templete de ADN

Se obtuvo una muestra de templete de ADN de veinte cuatro

individuos después de haber dado su consentimiento. De cada individuo se
recolect6 una muestra de 9 ml de sangre en un tubo estéril (Fisher
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Scientific, tubos Vacuette con 9 ml de EDTA, nidmero de catalogo
NC9897284). Los tubos fueron agitados a 1000 rpm por diez minutos sin
freno. El sobrenadante (el plasma) de cada muestra fue removido, y un
mililitro de la muestra de sangre restante, que se refiere cominmente como
la “cubierta amarilla® se transfirid a un nuevo tubo. Se agregé un mililitro de
PBS 1X a cada muestra.

El templete de ADN se aislé usando el Kit QI/Amp ADN Blood Midi
suministrado por QIAGEN (nimero de catélogo 51183). El templete de ADN
s aisld segun las instrucciones incluidas en el kit.

Disefio de las Plantillas

El SNP TSC0607185 se ampli® usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5 ACTTGATTCCGTGAATTCGTTATCAATAAATCTTACAT 3' (SEC ID No: 40)
Segunda plantilla:

5' CAAGTTGGATCCGGGACCCAGGGCTAACC 3' (SEC ID No: 41)

El SNP TSC1130902 se amplid usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

§' TCTAACCATTGCGAATTCAGGGCAAGGGGGGTGAGATC 3' (SEC ID No: 34)
Segunda plantilla:

5' TGACTTGGATCCGGGACAACGACTCATCC 3' (SEC ID No: 35)

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo 5' y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccidn EcoRIl. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BsmF I. La primera plantilla fue disefiado para recocerse a varias distancias
del sitio de interés.

Todos los sitios de interés fueron amplificados del templete de ADN
gendmico usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S.
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Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia). En este
ejemplo, el sitio de interés fue amplificado en tubos de reaccion separados,
aunque también se podlan amplificar juntos en una reaccién de PCR simple.
Para especificidad aumentada se usé una PCR de “inicio caliente”. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit HotStarTaq Master Mix
suministrado por QIAGEN (nimero de catilogo 203443). La cantidad de
templete de ADN y de plantilla por reaccién se puede optimizar para cada
sitio de interés, pero en este gjemplo se usaron 40 ng de templete de ADN
gendmico humano y 5 uM de cada primer. Se realizaron cuarenta ciclos de
PCR. Se usaron las siguientes condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos:

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces;
(9) 72°C por 5 minutos;

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusiéon de la regidn de recocido 3' de las segundas
plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusion de la regién 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda piantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.
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Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacidn, recocido y
extensibn se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parametros que produjeron ios mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
genomico. La mitad de la reaccién de PCR se transfiri6 a un agujero de una
placa Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics GmbH
(nimero de catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catédlogo de Bioquimicos 2001). Las primeras plantillas
contenian un marcador de biotina 5' de forma que los productos de PCR se
enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina, mientras que el
templete de ADN genémico no lo hizo. La reaccién de ligamiento de
estreptavidina se realizé6 usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rom por 20 min., a 37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el
material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso
mezclado (Kandpal et al., Nudl. Acid Res. 18:1788-1795 (1990)); Kaneoka et
al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-
6164 (1990)).

Digestién de la enzima de restriccién de los fragmentos alslados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restricciobn. Después de la digestiéon, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

incorporaclén del Nucleétido Marcado

La digestion de la enzima de restriccibn con BsmF | produjo un
fragmento de ADN con una proyeccion 5, que contenia el sitio SNP o sitio
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de interés, y un extremo 3' suspendido. La proyeccién 5' funciond como un
templete que permitia la incorporacidon de un nucledtido o nucledtidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Como se discutié en detalle en el Ejemplo 6, la secuencia de ambos
alelos de un SNP se puede determinar mediante el llenado con un nucleétido
marcado, en presencia de otros nucleétidos no marcados. Se agregaron los
siguientes componentes a cada reaccion de llenado: 1 ul de ddGTP marcado
fluorescentemente, 0.5 pl de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenian
todos los nucledtidos excepto guanina, 2 ul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 ul de Secuenasa, y agua segiin se necesite para una reaccion de 20 pl.
La reaccién de llenado se realizdé a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-
fluorescentemente se compré en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 79565).

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
i) tres veces. Los fragmentos de ADN "llenados”™ fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestibn con la enzima de restriccion EcoRl,
segun las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima. La digestion se realizé por 1 hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.

Detecclon del Sitio de interés

Las muestras fueron cargadas en una linea de un gel de acrilamida al
5% (urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run
Gel Packs, namero de catidlogo 50691). Las muestras se sometieron a
electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3 min. El gel se corri6 por 3 horas
en un aparato de secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue
removido del aparato y fue rastreado en el Typhoon 8400 Variable Mode
Imager. El nucleétido marcado incorporado fue detectado mediante
fluorescencia. Se extrajo una caja alrededor de cada banda, y la intensidad
de la banda se calculd usando el software de Typhoon 8400 Variable Mode
Imager.
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A continuacién se muestra un esquema de proyeccion 5' para SNP
TSC0607185. La secuencia entera no se reproduce, solo la porcién que
muestra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

C C T R TGTC 3
ACAG 5'
4 3 2 1 Posicion de la proyeccion

Los nucledtidos observados en el sitio variable para TSC0607185 en
la direccion de la cadena de 5' (descrita aqui como la cadena superior) son
citosina y timidina (descrita como R). En este caso, la segunda plantilla se
racoce del sitio de interés, que pemite que la reaccion de llenado ocurra en
la direccién contraria de la cadena {descrita aqul como la cadena del fondo).
La direccién contraria de la cadena ser4 llenada con guanina o adenina.

La segunda posicion en la proyeccion 5 es timidina, que es
complementaria a adenina, y la tercera posicibn en Ila proyeccion
corresponde a citosina, que es complementaria a guanina. Se usé el ddGTP
marcado fluorescentemente en presencia de dCTP, dTTP y dATP no
marcados para determinar la secuencia de ambos alelos. Después de la
reaccion de llenado se generaron las siguientes moléculas de ADN:

C C T C TGTC I Alelo 1
G* ACAGYS
4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

C C T T TGTC ¥ Alelo 2
G* A A ACAG ¥
4 3 2 1 Posicién de la proyeccién

La proyeccién generado por BsmF | cortado a 11/15 del sitio de
reconocimiento en TSC0807185 se describe a continuacion:

C T R T GTC 3 11715
CAG &'
3 2 1 0 Posicién de la proyeccién
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Como se usé ddGTP marcado para la reaccién de llenado, no se
generard sefial nueva de las moléculas cortadas a 11/15 del sitioc de
reconocimiento. La posicién O complementaria a la proyeccion fue llenada
con dATP no marcado. Solo se vieron sefiales generadas de las moléculas
llenadas con ddGTP marcado en la posicion 0 complementaria a la
proyeccion, o de moléculas llenadas con ddGTP marcado en la posicién 3
complementaria a la proyeccion.

Cinco de los veinticuatro individuos fueron heterocigéticos para SNP
TSC0607185. Como se muestra en la FIG.15, se detectaron dos bandas.
La banda de peso molecular mas bajo correspondia a las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién 1 complementaria a la proyeccion. La
banda de peso molecular més aito correspondia a las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién 3 complementaria a la proyeccion.

La relacién de los dos alelos se calculd para cada una de las
muestras heterocigéticas (ver Tabla XVI). La relacién promedio de alelo 2 a
alelo 1 fue 1.000, con una desviacion estandar de 0.044. De este modo, la
relacion de alelo en SNP TSC0607185 era altamente consistente. La
relacion de alelo calculada experimentaimente para un SNP particular se
refiere de aqui en adelante como el valor “p" del SNP. EIl andlisis del SNP
TSC0607185 proveera consistentemente una relacion de alelo de 1:1,
siempre y cuando el nimero de genomas analizados sea de suficiente
cantidad para que no se genere un error del muestreo estadstico.

Si la muestra contenla un numero bajo de genomas, es
estad(sticamente posible que las plantillas se cosan a un cromosoma sobre
otro cromosoma. Por ejemplo, si la muestra contiene 40 genomas, que
comesponde a un nimero fotal de 40 cromosomas de alelo 1 y 40
cromosomas de alelo 2, las plantillas se pueden recocer a 40 cromosomas
de alelo 1, pero solo a 35 cromosomas del alelo 2. Esto causaria que el
alelo 1 se amplificara preferencialmente al alelo 2, lo que alteraria la relacion
de alelo 1 a alelo 2. Este problemna se elimina al tener un nimero suficiente
de genomas en la muestra.

El SNP TSC0607185 representa un SNP en donde la diferencia en el
nucleétido en el sitio variable no afecta la reaccion de PCR, o la digestion
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con la enzima de restriccibn o la reaccidon de llenado. El uso de un
nucledtido marcado con un colorante fluorescente asegura que las bandas
para un alelo se puedan comparar en forma precisa con las bandas para el
segundo alelo. No hay la complicacion agregada de tener que comparar
entre dos lineas diferentes, o tener que comregir los coeficientes cuanticos de
los colorantes. Adicionalmente, se ha removido cualquier efecto de las
propiedades de corte alteno de las enzimas de restriccion tipo lIS.

TABLA XVI. Relacién de alelo 1 a alelo 2 en los SNPs TSC0607185 y
TSC1130902.

SNP TSC0607185 SNP TSC1130902
Muestra | Alelo1 | Alelo2 | Alelo2/ | Alelo 1 Alelo2 | Alelo 2/
Alelo 1 Alelo 1
1 2382 2313 0.971033 | 5877 4433 0.754296
2 1581 15633 0.969639 | 3652 2695 0.737952
3 1795 1879 1.046797 |5416 3064 0.730059
4 1921 1855 0.965643 | 3493 2663 0.762382
5 1618 1701 1.051208 |3894 2808 0.721108
Promedio 1.000882 0.74116
S§STD 0.044042 0.017018

A continuacidon se ilustra un esquema de proyeccién 5' para SNP
TSC1130902. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcion
que muestra la proyeccion (en donde R indica el sitio variable).

5 TTCAT
3AAGTA R T C C
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Los nuclettidos observados para TCS1130802 en la direccién de la
cadena 5' (descrito aquli como |la cadena superior) con adenina y guanina.
La segunda posicién en la proyeccién corresponde a timidina, y la tercera
posicion en la proyeccién corresponde a citosina, que es complementaria a
guanina. Se usé ddGTP marcado fluorescentemente en presencia de dCTP,
dTTP y dATP no marcados, para determinar la secuencia de ambos alelos.
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Después de la reaccién de llenado se generaron las siguientes moléculas de
ADN:

Alelo 1 5 TICAT @G*
3 AAGTA C T C C
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5TTCAT A A G*
JFAAGTA T T C C
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4

Como se muestra en la FIG. 15, se detectaron dos bandas. La banda
de peso molecular mas bajo comespondia a moléculas llenadas con ddGTP
marcado en la posicibn 1 complementaria a la proyeccion (el alelo G). La
banda de peso molecular mas alto, separada de la banda més baja por una
base simple, correspondia a las moléculas de ADN lienadas con ddGTP en
la posicién 3 complementaria a la proyeccion (el alelo A).

Cinco de los veinticuatro individuos fueron heterocigéticos para SNP
TSC1130802. Como se ve en la FIG. 15, la banda comrespondiente al alelo 1
era méas intensa que la banda comespondiente al alelo 2. Est se vié para
cada uno de los cinco individuos. La intensidad real de la banda
comrespondiente al alelo 1 varidé de individuo a individuo pero siempre fue
més intensa que la banda comespondients al alelo 2. Para los cinco
individuos, la relacién promedio de alelo 2 a alelo 1 fue de 0.74116, con una
desviacion estandar de 0.017018.

El templete de ADN se prepard de cinco individuos diferentes. Se
realizaron las reacciones de PCR separadas, las digestiones de enzima de
restriccion separadas, y las reacciones de llenado separadas. Sin embargo,
para cada templete de ADN, la relacién de alelo 2 a alelo 1 fue de
aproximadamente 0.75. El valor “p" para este SNP fue altamente
consistente.

Por ejemplo, para SNP TSC1130902, el valor “p* fue de 0.75.
Cualquier desviacion de este valor, siemore y cuando la muestra contenga
un nimero adecuado de genomas para remover los errores de muestreo
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estadistico, indicard que hay un nimero anormal de copias del cromosoma
13. Si hay una copia adicional de alelo 2, el valor “p™ serd mayor del 0.75
esperado. Sin embargo, si hay una copia adicional de alelo 1, el valor “p*
ser4 menor que el 0.75 esperado. Con el valor “p° cuantificado para un SNP
particular, ese SNP se puede usar para determinar la presencia o ausencia
de una anomalidad cromos6émica. Un valor “p® preciso, medido para un
SNP simple sera suficiente para detectar la presencia de una anormalidad
cromosémica.

Hay varias explicaciones posibles de porque la relacién de un alelo a
otro alelo en algiin SNP varfa de la reacién teéricamente esperada de 1:1.
Primero, es posible que la polimerasa de ADN incorpore un nucleétido mas
rapido que el otro nucleédtido. Como los alelos son amplificados por PCR,
incluso una pequefia preferencia por un nucleétido sobre otro nucledtido
puede causar variacion de la relacién esperada de 1:1. Esta preferencia
potencial para un nucleétido dobre el otro no se ve durante la reaccién de
llenado porque se usa un nucledtido marcado simple con un colorante.

También es posible que el nucledtido variable en el sitio SNP influya
en la tasa de desnaturalizaciéon de los dos alelos. Si el alelo 1 contiene una
guanina y el alelo 2 contiene una adenina, la diferencia entre la fuerza de
ambos enlaces para estos nucledtidos puede afectar la tasa a la cual las
cadenas de ADN se separan. De nuevo, es importante mencionar que los
alelos son amplificados por PCR, y diferencias muy delicadas pueden causar
un gran impacto en el resultado final. También es posible que el nucleétido
variable en el sitio SNP influya en la tasa a la cual las dos cadenas se
recocen después de la separacion.

Alternativamente, es posible que la enzima de restriccion tipo 1iS corte
un alelo preferenciaimente sobre el otro alelo. Como se discutid
anteriormente, la enzima de restriccién tipo IIS se corta a una distancia del
sitio de recnocimiento. Es posible que el nucleétido variable en el sitio SNP
influya en la eficiencia de la digestion de la enzima de restriccion. Es posible
que en algunos SNPs, la enzima de restriccion corte un alelo con una
eficiencia del 100%, mientras que corta el otro alelo con una eficiencia del
90%.
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Sin embargo, el hecho que ia relacién de alelo 1 a alelo 2 se desvie
de la relacién tedrica esperada de 1:1 no influye o reduce la utilidad de ese
SNP. Como se demostrd anteriormente, el valor “p™ para cada SNP es
consistene entre diferentes individuos.

Se puede calcula el valor “p” para cualquier SNP mediante el andlisis
del templete de ADN de cualquier nimero de individuos heterocigbticos que
incluye, sin limitarse a 1-10, 11-20, 21-30, 3140, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80,
81-90, 91-100, 101-110, 111-120, 121-130, 131-140, 141-150, 151-160, 161-
170, 171-180, 181-190, 191-200, 201-210, 211-220, 221-230, 231-240, 241-
250, 251-260, 261-270, 271-280, 281-290, 291-300 y méas de 300.

Los métodos decritos aqul permiten determinar el valor “p" para
cualquier SNP. Es posible que algunos SNPs se comporten mas
congistentemente que otros SNPs. En el genoma humano hay mas de 3
millones de SNPs; no es posible especular como se comportara cada SNP.
El valor “p" de cada SNP se determinara experimentalmente. Los métodos
descritos aqui permiten la identificacién de los SNPs que tienen valores "p*
altamente consistentes y reproducibles.

EJEMPLO 10

Como se discutié en el Ejemplo 2, la relacién de un alelo al otro alelo
en un SNP particular puede variar de la relacion tedricamente esperada de
50:50. Estos SNPs se pueden usar para detectar |a presencia de
cromosomas adicionales, siempre y cuando la relacion de un alelo al otro
alelo permanezca lineal en los individuos con desdrdenes cromosdmicos.
Por ejemplo, en el SNP X, si el porcentaje de alelo 1 a alelo 2 es 75:25, el
porcentaje esperado de alelo 1 a alelo 2 para un individuo con Sindrome de
Down debe ser ajustado apropiadamente para reflejar la variacién del
porcentaje esperado en aste SNP.

El porcentaje de alelo 1 a alelo 2 para SNP TSC0108992 en el
cromosoma 21 se calculd usando el templete de ADN de individuos
normales y templete de ADN de un individuo con Sindrome de Down. Como
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se demuestra a continuacion, el porcentaje de un alelo al otro alelo fue
consistente y permanecié lineal en un individuo con Sindrome de Down.

Preparacién del Templete de ADN

El ADN fue obtenido de cuatro individuos con un cariotipo genético
normal, y un individuo al que se le identific6 que tenia una copia extra de
cromosoma 21 (Sindrome de Down). Se obtuvo el consentimiento de todos
los individuos. También se obiuvo el consentimiento de los padres del
individuo con Sindrome de Down.

De cada individuo se recolectd una muestra de 9 mi de sangre en un
tubo estéril (Fisher Scientific, tubos Vacuette con 9 ml de EDTA, nimero de
catalogo NC9897284). El ADN fue aislado usando el Kit QlIAmp ADN Blood
Midi suministrado por QIAGEN (nimero de catélogo 51183). El templete de
ADN se aislé segln las instrucciones incluidas en el kit.

Disefio de las Plantillas

El SNP TSC0108892 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantilias:

Primera plantilla:

5' CTACTGAGGGCTCGTAGATCCCAATTCCTTCCCAAGCT 3' (SEC ID No: 293)
Segunda plantifla:

5' AATCCTGCTTTAGGGACCATGCTGGTGGA 3' (SEC ID No: 294)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo &'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restricciéon EcoRl. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para ia enzima de restriccion
BsmF |. El SNP TSC0108992 sa amplié del templete de ADN genémico
usando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S. Nos.
4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia).

Para especificidad aumentada se usé una PCR de “inicio caliente".
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit HotStarTaq Master
Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catélogo 203443). La cantidad de
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templete de ADN y de plantilla por reaccién se puede optimizar para cada
sitio de interés. En este ejemplo se usaron 50 ng de templete de ADN
gendmico humano y 5 uM de cada primer. Se realizaron treinta y ocho ciclos
de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos:

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y siete (37) veces;
(8) 72°C por 5 minutos;

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusién de la regién de recocido 3' de las segundas
plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la regién 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especlficas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los

pardmetros que produjeron los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés
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Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Cada producto de reaccién de PCR fue dividido en dos muestras
y transferido en dos agujeros separados de una placa Streptawell
transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics GmbH (nimero de
catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular Biochemicals,
Catilogo de Bioquimicos 2001). Para cada reaccion de PCR hubo dos
réplicas; cada una en un agujero separado de la placa microtituladora. La
primera plantila contenla un marcador de biotina 5' de forma que los
productos de PCR se enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina,
mientras que el templete de ADN gendmico no lo hizo. La reaccién de
ligamiento de estreptavidina se realizd usando un Temomezclador
(Eppendorf) a 1000 rpm por 20 min., a 37°C. Cada agujero fue aspirado
para remover el material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X,
con cuidadoso mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1788-1795
(1990)); Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic
Acids Res. 18.:6163-6164 (1990)).

Digestién de la enzima de restriccién de los fragmentos aislados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de. reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las Instrucciones suministradas con
la enzima de restriccion. Después de la digestién, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS 1X para remover los fragmentos clivados.

Incorporacién del Nucleétido Marcado

La digestion de la enzima de restriccion con BsmF | predujo un
fragmento de ADN con una proyeccién 5', que contenla el sitio SNP o sitio
de interds, y un extremo 3' suspendido. La proyeccién 5' funcioné como un
templete que permitia la incorporacién de un nucleétido o nuclettidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Como se discutié en detalle en el Ejemplo 6, la secuencia de ambos
alelos de un SNP se puede determinar con un nucledtido marcado, en
presencia de otros nucledtidos no marcados. Se agregaron los siguientes
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componentes a cada reaccién de llenado: 1 ul de ddTTP marcado
fluorescentemente, 0.5 pl de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenlan
todos los nucledtidos excepto timidina, 2 ul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 ul de Secuenasa, y agua segln se necesite para una reaccion de 20 pl.
La reaccion de Henado se realizé a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-
fluorescentemente se comprd en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 78565).

Después del marcado, cada agujero streptawell fue lavado con PBS
1X (100 pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” fueron luego
liberados de los streptawell mediante la digestion con la enzima de
restriccion EcoRI, segln las instrucciones del fabricante que fueron
suministradas con la enzima. La digestidn se realizé por 1 hora a 37°C con
agitacién a 120 rpm.

Detecclén del Sitio de interds

Las muestras fueron cargadas en una linea de un gel de acrilamida al
5% (urea) de 38 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run
Gel Packs, nimero de catdlogo 50891). Las muestras se sometieron a
electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3 min. El gel se corrié por 3 horas
en un aparato de secuenciamiento {Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue
removido del aparato y fue rastreado en el Typhoon 9400 Variable Mode
Imager. El nucleétido marcado incorporado fue detectado mediante
fluorescencia. Se exirajo una caja alrededor de cada banda, y la intensidad
de la banda se calculdé usando el software de Typhoon 9400 Variable Mode
Imager.

A continuacion se muestra un esquema de proyeccion 5' para SNP
TSC0108992. La secuencia entera de ADN no se reproduce, solo la porcién
que muestra la proyeccion (en donde R indica el sitio variable)

GTCC 3'
G A C R CAGG %'
4 3 2 1 Posicién de la proyeccién

20
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Los nucledtidos observados en el sitio variable para SNP
TSC0108992 son adenina timidina en la direccidon de la cadena (descrita
aquf como la cadena superior). La posicién 3 de la proyeccién corresponde a
adenina, que es complementaria a timidina. Se usé el ddTTP marcado en
presencia de dATP, dCTP y dGTP no marcados. Después de la reaccién de
lilenado con ddTTP, se generaron las siguientes moléculas de ADN:

™ G A GTCC ¥ Alelo 1
G A C T CAGG &'
4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

™ GTCCY¥ Alelo 2
G A Cc A CAGG &'
1 Posicién de la proyeccion

H
()
N

No hubo dificultad para comparar los valores obtenidos del alelo 1 al

alelo 2 porque se usé un nucledtido marcado para la reaccién de llenado, y
la reaccién de llenado de ambos alelos se realizé en un tubo simple. Las
propiedades de corte alterno de BsmF | no influyeron este analisis porque la
proyeccion 11/15 serla llenado justo como la proyeccion 10/14. Los
esquemas de las proyecciones 11/15 llenados estin descritos a
continuacion:

™ G A G TCC 3 Alelo 1 11/15

A C T C AGG %

3 2 1 0 Posicion de la proyeccion

™ G TCC3F Alelo 2 11/15
A C A C AGG Y
3 2 1 0 Posicién de la proyeccion

Como se ve en la FIG. 18, se vieron dos bandas para cada muestra
de ADN. La banda de peso molecular més bajo correspondia a las
moléculas de ADN llenadas con ddTTP en la posicién uno complementaria a
la proyeccitn, y la banda de peso molecular mas alto correspondia a las
moléculas de ADN llenadas con ddTTP en la posicién 3 complementaria a la
proyeccién.
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El porcentaje de alelo 2 a alelo 1 fue altamente consistente (ver Tabla
XVII). Ademas, para cualquier individuo dado, las réplicas de la reaccion de
PCR mostraron resultados similares (ver Tabla XVIl). El porcentaje de alelo
2 a alelo 1 se calculé dividiendo el valor de alelo 2 entre la suma de los
valores de alelo 1 y alelo 2 (alelo 2/(alelo 1 + alelo 2)). De cuatro individuos,
el porcentaje promedio de alelo 2 a alelo 1 fue de 0.4773 con una desviacién
estandar de 0.0097. EIl porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en el templete de
ADN aislado de un individuo con Sindrome de Down fue de 0.3086.

El porcentaje tedricamente esperado de alelo 2 a alelo 1 usando el
templete de ADN de un individuo nomal es 0.50. Sin embargo, el
porcentaje determinado experimentalmente fue de 0.4773. El porcentaje
tedricamente esperado de alelo 2 a alelo 2 para un individuo con una copia
extra de cromosoma 21 es de 0.33. E! porcentaje determinado
experimentalmente de alelo 2 a alelo 1 para SNP TSC0108992 fue de
0.3086.

La desviacion del porcentaje tedricamente esperado es altamente
consistente y permanece lineal. La siguiente formula demuestra que el
porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en SNP TSC0108982 permanece lineal
incluso en un templete de ADN obtenido de un individuo con una copia extra
de cromosoma 21:

0.47
0.50 0.33

n
P

X=0.3102

Si se determina que el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 usando templete
de ADN obtenido de un individuo normal es de 0.47, entonces el el
porcentaje de alelo 2 a alelo 1 usando templete de ADN obtenido de un
individuo con Sindrome de Down deberla ser de 0.3102. La relacién
determinada experimentalmente fue de 0.3086, con una desviacién estandar
de 0.00186. No hay diferencia entre el porcentaje predicho y el porcentaje
determinado experimentalmente de alelo 2 a alelo 1 en el templete de ADN
de un individuo con Sindrome de Down.
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El porcentaje de un alelo al otro en un éNP particular es aitamente
consistente, reproducible y lineal. Esto demuestra que cualquier SNP, sin
importar el porcentaje calculado de un alelo a otro alelo, se puede usar para

determinar la presencia 0 ausencia de un desorden cromosémico.

TABLA XVII. Porcentaje de Alelo 2 a Alelo 1 en SNP TSC0108992.

Muestra Alelo 2 Alelo 1 2/(2+1)
1A 9568886 10578972 0474933
1B 8330864 9221381 0.474632
2A 9801053 10345444 0.486489
28 8970942 9603102 0.482983
A 8676718 9211085 0.485083
3B 10847024 11420943 0.487113
4A 10512420 12227107 0.462297
48 7883584 8055289 0.465414
MEDIA 0.477368
DESV. STD. 0.009854
DS 6797400 15138959 0.309869
DS 6025753 13586890 0.307238
MEDIA 0.308554
DESV. STD 0.00186
EJEMPLO 11

El porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para un SNP particular es altamente
consistente. La desviacion estadisticamente significativa de la relacién
determinada experimentalmente indica la presencia de una anomalidad
cromosdmica. A continuacién se calcula el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en
el SNP TSC0108992 en el cromosoma 21 usando un templete de ADN de un
individuo normal y templete de ADN de un individuo con Sindrome de Down.
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Las mezclas que contenian varias cantidadesde ADN normal y ADN con
Sindrome de Down fueron preparadas y analizadas en una manera ciega.

Preparacion del Templete de ADN

El ADN fue obtenido de cuatro individuos con un cariotipo genético
nomal, y un individuo que tenia una copia extra de cromosoma 21
(Sindrome de Down). Se obtuvo el consentimiento de ambos individuos.
También se obtuvo el consentimiento de los padres del individuo con
Sindrome de Down.

De cada individuo se recolectd una muestra de 9 ml de sangre en un
tubo estéril (Fisher Scientific, tubos Vacuette con 9 mi de EDTA, nimero de
catdlogo NC9897284). El ADN fue aislado usando el Kit QlAmp ADN Blood
Midi suministrado por QIAGEN (nimero de catalogo 51183). El templete de
ADN se aisld segun las instrucciones incluidas en el kit.

Mezclas de Templete de ADN

El templete de ADN del individuo de cariotipo normal y el ADN del
individuo con una copia extra del cromosoma 21 fueron diluidos a una
cncentracién de 10 ng/ul. Se hicieron cuatro mezclas de templete de ADN
normal y templete de ADN de Sindrome de Down de la siguiente manera:

Mezcla 1: 32 ul de ADN Normal + 8 ul de ADN de Sindrome de Down

Mezcla2: 28 ul de ADN Normal + 12 ul de ADN de Sindrome de Down
Mezcla 3: 20 pl de ADN Nomal + 20 pl de ADN de Sindrome de Down
Mezcla4: 10 ul de ADN Normal + 30 ul de ADN de Sindrome de Down

Se arreglaron tres reacciones de PCR separadas para el templete de
ADN normal y el templete de ADN del individuo con Sindrome de Down.
Asimismo, se armreglaron tres reacciones de PCR separadas para cada
mezcla.

Disefio de las Plantillas
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El SNP TSC0108992 se ampli usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5 CTACTGAGGGCTCGTAGATCCCAATTCCTTCCCAAGCT 3' (SEC D No: 283)
Segunda plantilia:

5' AATCCTGCTTTAGGGACCATGCTGGTGGA 3’ (SEC ID No: 294)

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo 5’y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRI. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién
BsmF |.

El SNP TSC0108992 se amplié del templete de ADN gendmico
usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S. Nos.
4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia).

Para especificidad aumentada se usé una PCR de “inicio caliente®.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit HotStarTaq Master
Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catilogo 203443). La cantidad de
templete de ADN y de plantilla por reaccién se puede optimizar para cada
sitio de interés, pero en este ejemplo se usaron 50 ng de templete de ADN
gendmico humano y 5 ul de cada primer. Se realizaron treinta y ocho ciclos
de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos:

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 895°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y siete (37) veces;
(9) 72°C por 5 minutos;

En el primer ciclo de PCR |a temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusion de la regién de recocido 3' de las segundas

235



2P

plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la region 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacidn de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extensién se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
pardmetros que produjeron los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
genémico. Cada producto de reaccion de PCR fue dividido en dos muestras
y transferido en dos agujeros separados de una placa Streptawell
transparente de Alto Enlace de Roche Diagnostics GmbH (nimero de
catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular Biochemicals,
Catélogo de Bioquimicos 2001). Para cada reaccibn de PCR hubo dos
réplicas; cada una en un agujero separado de la placa microtituladora. La
primera plantilla contenfa un marcador de biotina §' de forma que los
productos de PCR se enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina,
mientras que el templete de ADN genémico no lo hizo. La reaccién de
ligamiento de estreptavidina se realizd usando un Termomezclador
(Eppendorf) a 1000 rpm por 20 min., a 37°C. Cada agujero fue aspirado
para remover el material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X,
con cuidadoso mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1789-1785
(1990)); Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic
Acids Res. 18.6163-6164 (1990)).

Digestién de la enzima de restriccion de los fragmentos aislados



¥

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantila. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restriccion. Después de la digestion, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS 1X para remover los fragmentos clivados.

Incorporacién del Nucleédtido Marcado

La digestibn de la enzima de restriccion con BsmF | produjo un
fragmento de ADN con una proyeccién 5', que contenia el sitio SNP o sitio
de interés, y un extremo 3’ suspendido. La proyeccién 5' funcioné como un
templete que permitia la incorporacién de un nucleétido o nucleétidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Como se discutid en detalle en el Ejemplo 6, la secuencia de ambos
alelos de un SNP se puede determinar con un nucledtidlo marcado, en
presencia de otros nucledtidos no marcados. Se agregaron los siguientes
componentes a cada reaccién de llenado: 1 pl de ddTTP marcado
fluorescentemente, 0.5 pl de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenian
todos los nucledtidos excepto timidina, 2 ul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 ul de Secuenasa, y agua seg(n se necesite para una reaccioén de 20 pl.
La reaccion de llenado se realizd a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-
fluorescentemente se comprd en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Themmo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 79565).

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados” fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestion con la enzima de restriccién EcoRI,
segin las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima. La digestion se realizé por 1 hora a 37°C con agitacion a 120 rpm.

Deteccién del Sitio de interés
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Las muestras fueron cargadas en una linea de un gel de acrilamida al
5% (urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run
Gel Packs, nimero de catilogo 50691). Las muestras se sometieron a
electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3 min. El gel se corrié por 3 horas
en un aparato de secuenciamiento {Hoefer SQ3 Sequencer). EIl gel fue
removido del aparato y fue rastreado en el Typhoon 9400 Variable Mode
Imager. El nucledtido marcado incorporado fue detectado mediante
fluorescencia. Se extrajo una caja alrededor de cada banda, y la intensidad
de la banda se calculé usando el software de Typhoon 9400 Variable Mode
imager.

Como se muestra en las FIGS. 17 A-F, se vieron dos bandas. La
banda de peso molecular més bajo comespondia a las moléculas de ADN
llenadas con ddTTP en la posicién uno complementaria a la proyeccién. La
banda de peso molecular méas alto comespondla a las moléculas de ADN
llenadas con ddTTP en la posicion 3 complementaria a la proyeccion.

El experimento se realizo de manera ciega. Los tubos fueron
codificados de forma que no se sabla que tubo correspondia a que templete
de ADN. Después de analizar los geles, cada tubo fue agrupado en las
siguientes categorlas: templete de ADN normal, templete de ADN de
Sindrome de Down, mezcla de templete de ADN de Sindrome de Down a
ADN normal 3:1, mezcla de templete de ADN normal a templete de ADN de
Sindrome de Down 1:1, mezcla de templete de ADN de Sindrome de Down
a templete de ADN normal 1:2.3 y mezcia de templete de ADN de Sindrome
de Down a templete de ADN normal 1:4. Cada réplica de cada reaccidon de
PCR se agrupd exitosamente en la categoria apropiada, io que demostrd
que el método se puede usar para detectar ADN anormal incluso si este
representa solo un pequefio porcentaje del ADN total.

El porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para cada réplica de las tres
reacciones de PCR del templete de ADN normal se muestran en la Tabla
XVt (ver también FIG. 17A). El porcentaje promedio de alelo 2 a alelo 1 se
calcul6 dividiendo el valor de alelo 2 entre la suma de los valores de alelo 1 y
alelo 2 (alelo 2/(alelo 1 + alelo 2)), que produjo un promedio de 0.50025 con
una desviacion estandar de 0.0002897. Asi, el alelo 1 y el alelo 2 estaban
presentes en una relacién 50:50. Aungue que la intensidad varié6 de una
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reaccion de PCR a otra (comparar reaccién 1 6on reaccion 3), no hubo
diferencia de intensidad entre una reaccion de PCR. Ademas, los valores
obtenidos para las dos réplicas de las reacciones de PCR fueron muy
similares. La mayoria de las variaciones estuvieron entre las variaciones de
PCR y se atribuye probablemente a errores de pipeteado.

El porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para cada réplica de las tres
reacciones de PCR del templete de ADN del Sindrome de Down se
musestran en la Tabla XVIII {ver FIG. 17B). EIl porcentaje de alelo 2 a alelo 1
8o calculé dividiendo el valor de alelo 2 entre Ja suma de los valores de alelo
1 y alelo 2 (alelo 2/(alelo 1 + alelo 2)), que produjo un promedio de 0.301314
con una desviacion estandar de 0.012917. Es claro que icluso al analizar el
gel a simple vista que el alelo 1 esta presente en un nidmero de copias
mayor que el alelo 2 (ver FIG. 17B). De nuevo la mayoria de la variacion
ocurrié entre las reacciones de PCR y no entre la réplica de una reaccion de
PCR. La mayoria de las variaciones estuvieron entre las variaciones de
PCR y se atribuye probablemente a emores de pipeteado.

El analisis de un SNP simple fue suficiente para detectar la presancia
de la anormalidad cromosémica. Un SNP es suficiente siempre y cuando el
valor “p" del SNP sea conocido, y que haya un nimero adecuado de
genomas de forma que no se introduzca el error estadistico en el anélisis.
En este experimento, hubo aproximadamente 5,000 genomas en cada
reaccion.

La reaccidn que consisti® en una mezcla de templete de ADN de
Sindrome de Down y templete de ADN normal en una relacién 3:1 se
distinguié claramente del templete de ADN normal y las otras mezclas de
ADN (ver FIG. 17C). El porcentaje calculado de alelo 2 a alelo 1 fue de
0.319089 con una desviacién estdndar de 0.004346 (ver Tabla XVIII).
Asimismo, las reacciones que consistieron de una mezcla de templete de
ADN de Sindrome de Down a templete de ADN normal en relaciones 1:1 y
1:2.3 se distingulan (ver FIG. 17D y 17E), y los valores fueron
estadisticamente significativos de las otras relaciones (ver tabla XVIit).

Como la cantidad de templete de ADN normal aumentd, el porcentaje
de alelo 2 a alelo 1 aumentd. Con una mezcla de templete de ADN de
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Sindrome de Down y templete de ADN normal de 1:4, el el porcentaje de
alelo 2 a alelo 1 fue de 0.397642, con una desviacion estandar de 0.601903
(ver FIG. 17F). La diferencia entre este valor y el valor obtenido del templete
de ADN normal es estadisticamente significativa. Asl, los métodos descritos
aqul permiten la deteccion de una anormalidad cromosémica incluso cuando
la muestra no es una muestra homogénea de ADN anormal.

Como se describié anteriormente, se puede detectar la presencia de
una pequefia fraccion de ADN con nGmero anormal de copias de
cromosomas incluso entre una gran presencia de ADN normal. Fue claro,
incluso a simple vista, que como la cantidad de ADN normal aumenté y la
cantidad de ADN con sindrome de Down disminuyd, las intensidades de las
bandas que correspondian a los alelos 1 y 2 se igualé.

Los ejemplos anteriores analizaron un SNP localizado en el
cromosoma 21. Sin embargo, se puede analizar cualquier cromosoma
incluyendo, sin limitarse a cromosomas humanos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 ,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, X y Y, y los cromosomas fetales
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, X y
Y. Ademas, se pueden analizar los cromosomas de organismos no-
humanos usando los métodos anteriores. Se puede analizar cualquier
combinacidén de cromosomas. En el ejemplo anterior se detecté una copia
extra de un cromosoma. Sin embargo, se pueden usar los mismos métodos
para detectar monosomias.

TABLA XVIii. Porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en SNP TSC0108992 usando
templete de ADN normal y templete de ADN de Sindrome de Down.

Templete de ADN Normal
Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 2602115 2604525 0.500231
1B 2855848 2023860 0.505884
2A 1954765 1941929 0.498353
2B 2084476 2068106 0.498029
3A 2044147 2035719 0.498967
3B 1760291 1760543 0.500036
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Media 0.50025
Desv. Std. 0.002897
Sindrome de Down
Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 4046926 1595581 0.282779
1B 4275341 1736260 0.288818
2A 2875698 1208509 0.311244
2B 2453615 1069635 0.303593
3A 3169338 1426643 0.310411
3B 3737440 1687286 0.311036
Media 0.301314
Desv. Std. 0.012917
3:1 (Down: Normal)
Alelo 1 Alelo 2 2/(241)
1A 40687623 1980770 0.327487
1B 4058508 1899853 0.318855
2A 2315044 1085860 0.319286
2B 26869684 1243406 0.316357
3JA 3880385 1790764 0.315767
3B 371861 1724189 0.316781
Media 0.319089
Desv. Std. 0.004348
1:1 (Down: Normal)
Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 3540255 1929840 0.352798
1B 4004085 2161443 0.350569
2A 2358009 1282132 0.35222
2B 2158132 1238377 0.364603
3A 2052330 1648677 0.350707




zl‘s we

3B 3852682 2024012 0.344413
Media 0.352552
Desv. Std. 0.006618
1:2.3 (Down: Normal)
Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 3109326 1942597 0.384526
1B 3392477 2118011 0.38436
2A 2824213 1758428 0.383715
2B 2069889 12498545 0.376433
3A 2335128 1433016 0.380298
3B 2016772 1797965 0.38135
Media 0.38178
Desv. Std. 0.003128
1:4 (Down: Normal)
Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 3066524 2069636 0.399446
1B 3068284 2038770 0.399207
2A 2325477 1542526 0.398791
28 2366122 1562218 0.397679
3A 2151205 1403120 0.394764
3B 2397046 1671360 0.395968
Media 0.397642
Desv. Std. 0.001903
EJEMPLO 12

Como se discutié en el Ejemplo 9 anterior, la relacion de aelo 1 a alelo

2 on un SNP heterocigético es constante. Sin embargo, un factor que puede
influenciar la relacién de alelo 1 a alelo 2 en un SNP heterocigético es un
bajo nimero de genomas. Por ejemplo, si hay 40 genomas, que significa
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que hay un total de 40 cromosomas del alelo 1 y 40 cromosomas del alelo 2,
es estad(sticamente posible que las plantillas se puedan recocer a 40 de los
cromosomas con el alelo 1, pero solamente a 30 de los cromosomas del
alelo 2. Esto afectara la relacién de alelo 1 a alelo 2, y puede infuenciar
emdneamente el valor “p" para un SNP particular.

Tipicamente, la amplificacion genémica entera, que emplea PCR de
oligonucieétido degenerado, se usa para aumentar las bajas cantidades de
muestras de ADN genémico. Se usan oligonucleétidos de 8, 10, 12 o 14
bases para amplificar el genoma. Se piensa que las plantillas se recocen
aleatoriamente a través del genoma, y amplificarén una pequefia muestra de
ADN gendmico en cientos de veces méas ADN para el analisis genético.

Los métodos descritos aqul aprovechan el hecho que, tlpicamente el
genoma entero no es de interés. Sitios particulares de interés localizados en
un cromosoma, 0 en miltiples cromosomas, 0 en cromosomas que
representan el genoma entero son seleccionados para analisis. Incluso si
los sitios de interés estan localizados en los cromosomas del genoma
entero, se prefiere amplificar la regién de los cromosomas que contienen los
sitios de interés.

Para superar el limite de un bajo nimero de genomas, que
usuaimente se ve con el ADN obtenido del plasma de una hembra
embarazada, se puede usar un método multiplex para aumentar el nimero
de genomas. El método descrito a continuacion amplia preferencialmente el
cromosoma O cromsomas que contiene los sitios de interés.

Preparacion del Templete de ADN

Se recolectd una muestra de 9 ml de sangre en un tubo estéril de un
voluntario humano después de haber dado su consentimiento. (Fisher
Scientific, tubos Vacuette con 9 ml de EDTA, nimero de catilogo
NC9897284). Los tubos fueron agitados a 1000 rpm por diez minutos. El
sobrenadante (el plasma) de cada muestra fue removido, y un mililitro de la
muestra de sangre restante, que se refiere cominmente como la “cubierta
amarilla® se transfiri® a un nuevo tubo. Se agregd un mililitro de PBS 1X a



2%

cada muestra. El templete de ADN se aisld usando el Kit QlAmp ADN Blood
Midi suministrado por QIAGEN (nimero de catdlogo 51183).

Disefio de las Plantillas Multiplex

Las plantillas fueron disefiadas para que se cocieran en diferentes
regiones del cromosoma 21 para aumentar el nimero de copias de los sitios
de interés localizados en el cromosoma 21. Las plantillas eran de 12 bases
de longitud. Sin embargo, se pueden usar plantillas de cualquier longitud
que incluyen, pero sin limitarse a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36-45, 46-55, 56-65, 66-75, 76-85, 86-95, 96-105, 106-115, 118-125, y mas
de 125 bases. Las plantillas fueron disefiadas para recocerse tanto en la
direccion de la cadena como en la direccién contraria de la cadena.

Se analizaron nueve SNPs localizados en el cromosoma 21:
TSC0397235, TSC 0470003, TSC1649726, TSC1261039, TSCO0310507,
TSC1650432, TSC1335008, TSC0128307 y TSC0259757. Se puede
analizar cualquier nimero de SNPs incluyendo, pero sin limitarse a 1-10, 11-
20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-80, 91-100, 101-200, 201-
300, 301400, 401-500, 501-600, 601-700, 701-800, 801-900, 901-1000,
1001-2000, 3001-3000, 3001-4000, 4001-5000, 5001-8000, 6001-7000,
7001-8000, 8001-8000, 9001-10,000 y mas de 10,000.

Para cada uno de los 8 SNPs se disefié una plantilla de 12 bases para
recocerse a aproximadamente 1340 bases aguas amiba de los sitios de
interés, y se disefi6 una plantila de 12 bases para recocerse a
aproximadamente 130 bases aguas abajo de los sitios de interés (referidas
aqui como las plantillas muitiplex). Las plantilas multiplex se pueden
diseflar para recocerse a cualquier distancia del los sitios de interés
incluyendo, pero sin limitarse a 10-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-
80, 81-90, 91-100, 101-110, 111-120, 121-130, 131-140, 141-150, 151-160,
161-170, 171-180, 181-190, 191-200, 201-210, 211-220, 221-230, 231-240,
241-250, 251-260, 261-270, 271-280, 281-290, 281-300, 301-310, 311-320,
321-330, 331-340, 341-350, 351-360, 361-370, 371-380, 381-390, 391-400,
401-410, 411-420, 421-430, 431-440, 441-450, 451-460, 461-470, 471-480,
481-490, 491-500, 501-600, 601-700, 701-800, 801-900, 901-1000, 1001-
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2000, 2001-3000, 3001-4000, 4001-5000, y mas de 5000 bases.
Adicionalmente, se puede usar mas de un juego de plantillas multiplex para
un SNP incluyendo, pero sin limitarse a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 10-20, 21-
30, 31-40, 41-50, y mas de 50.

Ademas, se usaron 91 juegos de plantillas delantera y reversa para
amplificar otras regiones del cromosoma 21, para un total de 100 juegos de
plantillas (200 plantillas en la reaccién). Estos 91 juegos de plantillas se
usaron para demostrar que se puede usar un gran nimero de plantillas en
una reaccién simple sin producir un gran nimero de bandas no especificas.
Se puede usar cualquier nimero de plantillas en la reaccién incluyendo, psro
sin limitarse a 1-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90,
91-100, 101-200, 201-300, 301-400, 401-500, 501-800, 601-700, 701-800,
801-900, 801-1000, 1001-2000, 2001-3000, 3001-4000, 4001-5000, 5001-
6000, 6001-7000, 7001-8000, 8001-8000, 9001-10,000, 10,001-20,000,
20,000-30,000 y mas de 30,000. -

Las plantillas multiplex fueron disefiadas para tener los mismos
nucledtidos en el extremo 3' de la plantilla. En este caso, las plantilias
multiplex terminaron en "AA", en donde A indica Adenina. Las plantillas
fueron disefiadas de esta forma para minimizar la formacién de dimerizacion
de plantila. Sin embargo, Las plantilas pueden terminar en cualquier
nucledtido incluyendo, per sin limitarse a adenina, guanina, citosina, timidina,
cualquier combinaciébn de adenina y guanina, cualquier combinacién de
adenina y citosina, cualquier combinacién de adenina y timidina, cualquier
combinacién de guanina y citosina, cualquier combinacién de guanina y
timidina, o cualquier combinacion de citosina y timidina. Ademas, las
plantillas multiplex pueden tener 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10, o més de 10 de
los mismos nucledtidos en el extremo 3'.

Las plantillas multiplex para SNP TSC0397235 fueron:

Plantilla Delantera:

5' CAAGTGTCCTAA 3' (SEC ID No: 295)
Plantilla reversa:

5' CAGCTGCTAGAA 3' (SEC ID No: 296)



Las plantillas multiplex para SNP TSC0470003 fueron:

Plantilla Delantera:

5 GGTTGAGGGCAA 3' (SEC ID No: 297)
Plantilla reversa:

5' CACAGCGGGTAA 3' (SEC ID No: 298)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1649726 fueron:

Plantilla Delantera:

5 TTGACTTTTTAA 3' (SEC ID No: 299)
Plantilla reversa:

5' ACAGAATGGGAA 3' (SEC ID No: 300)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1261039 fueron:

Plantilla Delantera:

5' TGCAGGTCACAA 3' (SEC ID No: 301)
Plantilla reversa:

5 TTCTTCTTATAA 3’ (SEC ID No: 302)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0310507 fueron:

Plantilla Delantera:

5' AGGACAACCTAA 3' (SEC ID No: 303)
Plantilla reversa:

5' TGGTGTTCAGAA 3' (SEC ID No: 304)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1650432 fueron:

Plantilla Delantera:

5' TCAGCATATGAA 3' (SEC ID No: 305)
Plantilla reversa:

5' GTTGCCACACAA 3' (SEC ID No: 306)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1335008 fueron:
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Plantilla Delantera:

§5' CCCAGCTAGCAA 3' (SEC ID No: 307)
Plantilla reversa:

5 GGGTCACTGTAA 3’ (SEC ID No: 308)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0128307 fueron:

Plantilla Delantera:

5' TTAAATACCCAA 3' (SEC ID No: 309)
Plantilla reversa:

5 TTAGGAGGTTAA 3' (SEC ID No: 310)

Las plantilias multiplex para SNP TSC0259757 fueron:

Plantilla Delantera:

5' ACACAGAATCAA 3' (SEC ID No: 311)
Plantilla reversa:

5' CGCTGAGGTCAA 3’ (SEC ID No: 312)

Se incluyeron noventa y un (91) juegos adicionales de plantillas que se
cocieron a las diferentes regiones a lo largo del cromosoma 21:

Juego 1:

Plantilla Delantera:

5' AAGTAGAGTCAA 3' (SEC ID No: 313)
Plantilla reversa:

5 CTTCCCATGGAA 3' (SEC ID No: 314)

Juego 2:

Plantilla Delantera:

5' TTGGTTATTAAA 3' (SEC ID No: 315)
Plantilla reversa:

5' CAACTTACTGAA 3' (SEC ID No: 316)

Juego 3:
Plantilla Delantera:
5' CACTAAGTGAAA 3' (SEC ID No: 317)



Plantilla reversa:
5' CTCACCTGCCAA 3' (SEC ID No: 318)

Juego 4:

Plantilla Delantera:

5' ATGCATATATAA 3' (SEC ID No: 319)
Plantilla reversa:

5' AGAGATCAGCAA 3’ (SEC ID No: 320)

Juego 5:

Plantilla Delantera:

5 TATATTTTTCAA 3' (SEC ID No: 321)
Plantilla reversa:

5' CAGAAAGCAGAA 3' (SEC ID No: 322)

Juego 6:

Plantilla Delantera:

5' GTATTGGGTTAA 3' (SEC ID No: 323)
Plantilla reversa:

5' CTGACCCAGGAA 3' (SEC ID No: 324)

Juego 7:

Plantilla Delantera:

5' CAGTTTTCCCAA 3' (SEC ID No: 325)
Plantilla reversa:

5' AGGGCACAGGAA 3' (SEC ID No: 326)

Juego 8:

Plantilla Delantera:

5' GTATCAGAGGAA 3' (SEC ID No: 327)
Plantilla reversa:

5' GCATGAAAAGAA 3' (SEC ID No: 328)

Juego 9:

Plantilla Delantera:

5' GATTTGACAGAA 3' (SEC ID No: 329)
Plantilla reversa:
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5' TACAGTTTACAA 3' (SEC ID Na: 330)

Juego 10:

Plantilla Delantera:

5' TGTGATTTTTAA 3" (SEC ID No: 331)
Plantilla reversa:

5' TTATGTTCTCAA 3' (SEC ID No: 332)

Juego 11:

Plantilla Delantera:

5' CAAGTACTTGAA 3' (SEC ID No: 333)
Plantilla reversa:

5 CTTGTGTGGCAA 3' (SEC ID No: 334)

Juego 12:

Plantilla Delantera:

§' AGACTTCTGCAA 3' (SEC ID No: 335)
Plantilla reversa:

5' GTTGTCTTTCAA 3' (SEC ID No: 338)

Juego 13:

Plantilla Delantera:

5' GGGACACTCCAA 3' (SEC ID No: 337)
Plantilla reversa:

5' ATTATTATTCAA 3' (SEC ID No: 338)

Juego 14:

Plantilla Delantera:

5' ACATGATGACAA 3' (SEC ID No: 339)
Plantilla reversa:

5' TCAATTATAGAA 3' (SEC ID No: 340)

Juego 15:

Plantilla Delantera:

5' CTATGGGCTGAA 3’ (SEC ID No: 341)
Plantilla reversa:
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5' TGTGTGCCTGAA 3' (SEC ID No: 342)

Juego 16:

Plantilla Delantera:

5' CCATTTGTTGAA 3' (SEC ID No: 343)
Plantilla reversa:

5' TCTCCATCAAAA 3' (SEC ID No: 344)

Juego 17:

Plantilla Delantera:

5' AATGCTGACAAA 3' (SEC ID No: 345)
Plantilla reversa:

5' TTTCATGTCCAA 3' (SEC ID No: 346)

Juego 18:

Plantilla Delantera:

5' GGCCTCTTGGAA 3' (SEC ID No: 347)
Plantilla reversa:

5' TCATTTTTTGAA 3' (SEC ID No: 348)

Juego 19:

Plantilla Delantera:

5' GGACTACCATAA 3' (SEC ID No: 349)
Plantilla reversa:

5' AGTCACTCAGAA 3' (SEC ID No: 350)

Juego 20:

Plantilla Delantera:

5' CCTTGGCAGGAA 3' (SEC ID No: 351)
Plantilla reversa:

5' TITCTGGTAGAA 3" (SEC ID No: 352)

Juego 21:

Plantilla Delantera:

5' CCCCCCCCCGAA 3' (SEC ID No: 353)
Plantilia reversa:
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5' GCCCAGGCAGAA 3' (SEC ID No: 354)

Juego 22:

Plantilla Delantera:

5' GAATGCGAAGAA 3' (SEC ID No: 355)
Plantilla reversa:

5' TTAGGTAGAGAA 3' (SEC ID No: 356)

Juego 23:

Plantilla Delantera:

5 TGATTTGGTCAA 3’ (SEC ID No: 357)
Plantilla reversa:

5' GCCCATTAATAA 3' (SEC ID No: 358)

Juego 24.

Plantilla Delantera:

5' TGAGATCTTTAA 3' (SEC ID No: 359)
Plantilla reversa:

5' CAGTTTGTTCAA 3' (SEC ID No: 360)

Juego 25:

Plantilla Delantera:

5 GCTGGGCAAGAA 3' (SEC ID No: 361)
Plantilla reversa:

5' AGTCAAAGTCAA 3' (SEC ID No: 362)

Juego 26:

Plantilla Delantera:

5' TCTCTGCAGTAA 3' (SEC ID No: 363)
Plantilla reversa:

5 TGAATAACTTAA 3' (SEC ID No: 364)

Juego 27:

Plantilla Delantera:

5' CGGTTAGAAAAA 3' (SEC ID No: 365)
Plantilla reversa:



§' CATCCCTTTCAA 3" (SEC ID No: 366)

Juego 28:

Plantilla Delantera:

5' TCTCTTTCTGAA 3' (SEC ID No: 367)
Plantilla reversa:

5' CTCAGATTGTAA 3’ (SEC ID No: 368)

Juego 29:

Plantilla Delantera:

5' TTTGCACCAGAA 3' (SEC ID No: 369)
Plantilla reversa:

5' GGTTAACATGAA 3' (SEC ID No: 370)

Juego 30:

Plantilla Delantera:

5' ATTATCAACTAA 3' (SEC ID No: 371)
Plantilla reversa:

5 GCCATTITGTAA 3' (SEC ID No: 372)

Juego 31:

Plantilla Delantera:

5' GATCTAGATGAA 3' (SEC ID No: 373)
Plantilla reversa:

5' TTAATGTATTAA 3' (SEC ID No: 374)

Juego 32:

Plantilla Delantera:

5' CTAGGGAGACAA 3' (SEC ID No: 375)
Plantilla reversa:

5' TGGAGGAGACAA 3' (SEC ID No: 376)

Juego 33:

Plantilla Delantera:

5' CATCACATTTAA 3' (SEC ID No: 377)
Plantilla reversa:
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5' GGGGTCCTGCAA 3' (SEC ID No: 378)

Juego 34.

Plantilla Delantera:

5' CAGTTGTGCTAA 3' (SEC ID No: 379)
Plantilta reversa:

5' TCTGCAGCCTAA 3' (SEC ID No: 380)

Juego 35:

Plantilla Delantera:

5' GAGTCATTTAAA 3’ (SEC ID No: 381)
Plantilla reversa:

5' TCTATGGATTAA 3' (SEC ID No: 382)

Juego 36:

Plantilla Delantera:

5' CAAAAAGTAGAA 3' (SEC ID No: 383)
Plantilla reversa:

5' AATATACTCCAA 3' (SEC ID No: 384)

Juego 37:

Plantilla Delantera:

5' CGTCCAGCACAA 3' (SEC ID No: 385)
Plantilla reversa:

5' GGATGGTGAGAA 3' (SEC ID No: 386)

Juego 38:

Plantilla Delantera:

§' TCTCCTTTGTAA 3' (SEC ID No: 387)
Plantilla reversa:

5' TCGTTATTTCAA 3' (SEC ID No: 388)

Juego 39:

Plantilla Delantera:

5' GATTTTATAGAA 3' (SEC ID No: 389)
Plantilla reversa:



§' AGACATAAGCAA 3' (SEC ID No: 390)

Juego 40:

Plantilla Delantera:

§' TTCACCTCACAA 3' (SEC ID No: 391)
Plantilla reversa:

5' GGATTGCTTGAA 3' (SEC ID No: 392)

Juego 41:

Piantilla Delantera:

5' ACTGCATGTGAA 3' (SEC ID No: 393)
Plantilla reversa:

5' TTTATCACAGAA 3' (SEC ID No: 394)

Juego 42:

Plantilla Delantera:

5' TCAGTAACACAA 3' (SEC ID No: 3985)
Plantilla reversa:

5' TACATCTTTGAA 3' (SEC ID No: 396)

Juego 43:

Plantilla Delantera:

5' TTGTTTCAGTAA 3' (SEC ID No: 397)
Plantilla reversa:

§' TATGAGCATCAA 3' (SEC ID No: 398)

Juego 44:

Plantilla Delantera:

5' CTCAGCAGGCAA 3' (SEC ID No: 399)
Plantilla reversa:

5' ACCCCTGTATAA 3' (SEC ID No: 400)

Juego 45:

Plantilla Delantera:

5 TCTGCTCAGCAA 3' (SEC ID No: 401)
Plantilla reversa:
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5 GTTCTTTTTTAA 3" (SEC ID No: 402)

Juego 46:

Plantilla Delantera:

5' GTGATAATCCAA 3' (SEC ID No: 403)
Plantilla reversa:

5' GAGCCCTCAGAA 3' (SEC ID No: 404)

Juego 47:

Plantilla Delantera:

5 TTTATTGGTTAA 3' (SEC ID No: 405)
Plantilla reversa:

5' GGTACTGGGCAA 3' (SEC ID No: 406)

Juego 48:

Plantilla Delantera:

5' AGTGTTTTTCAA 3' (SEC ID No: 407)
Plantilla reversa:

5 TGTTATTGGTAA 3' (SEC ID No: 408)

Juego 49:

Plantilla Delantera:

5' GCGCATTCACAA 3' (SEC ID No: 409)
Plantilla reversa:

5' AAACAAAAGCAA 3' (SEC ID No: 410)

Juego 50:

Plantilla Delantera:

5 TATATGATAGAA 3' (SEC ID No: 411)
Plantilla reversa:

5' TCCCAGTTCCAA 3' (SEC ID No: 412)

Juego 51:

Plantilla Delantera:

5' AAAGCCCATAAA 3' (SEC ID No: 413)
Plantilla reversa:
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§5' TGTCATCCACAA 3' (SEC ID No: 414)

Juego 52:

Plantilla Delantera:

5' TTGTGAATGCAA 3 (SEC ID No: 415)
Plantilla reversa:

5' GTATTCATACAA 3' (SEC ID No: 416)

Juego 53:

Plantilla Delantera:

5' TGACATAGGGAA 3' (SEC ID No: 417)
Plantilla reversa:

5' AGCAAATTGCAA 3' (SEC ID No: 418)

Juego 54:

Plantilla Delantera:

5' AGTAGATGTTAA 3' (SEC ID No: 419)
Plantilla reversa:

5' AAAAGATAATAA 3' (SEC ID No: 420)

Juego 55:

Plantilla Delantera:

5' ACCTCATGGGAA 3' (SEC ID No: 421)
Plantilla reversa:

5' TGGTCGACCTAA 3' (SEC ID No: 422)

Juego 56:

Plantilla Delantera:

5' TTTGCATGGTAA 3' (SEC ID No: 423)
Plantilla reversa:

5 GCGGCTGCCGAA 3' (SEC ID No: 424)

Juego 57:

Plantilla Delantera:

5' TCAGGAGTCTAA 3' (SEC ID No: 425)
Plantilla reversa:



5 GCCTACCAGGAA 3' (SEC ID No: 426)

Juego 58:

Plantilla Delantera:

5' ATCTTCTGTTAA 3" (SEC ID No: 427)
Plantilla reversa:

5 AGGTAAGGACAA 3' (SEC ID No: 428)

Juego 59:

Plantilla Delantera:

5' TGCTTTGAGGAA 3’ (SEC ID No: 429)
Plantilla reversa:

5' AACAGTTTTAAA 3' (SEC ID No: 430)

Juego 60:

Plantilla Delantera:

5' TTAAATGTTTAA 3' (SEC ID No: 431)
Plantilla reversa:

5' ATAGAAAATCAA 3' (SEC ID No: 432)

Juego 61:

Plantilla Delantera:

5 GTGTTGTGTTAA 3' (SEC ID No: 433)
Plantilla reversa:

5' GAGGACCTCGAA 3' (SEC ID No: 434)

Juego 62:

Plantilla Delantera:

5' AGAGGCTGAGAA 3' (SEC ID No: 435)
Plantilla reversa:

5' GGTATTTATTAA 3' (SEC ID No: 436)

Juego 63:

Plantilla Delantera:

5' ATTTATCTGGAA 3' (SEC ID No: 437)
Plantilla reversa:



5' AGTGCAAACTAA 3' (SEC ID No: 438)

Juego 64:

Plantilla Delantera:

5' TGAACACCTTAA 3' (SEC ID No: 439)
Plantilla reversa:

5 AATTTTTTCTAA 3' (SEC ID No: 440)

Juego 65:

Plantilla Delantera:

5' TTACTATTATAA 3' (SEC ID No: 441)
Plantilla reversa:

5' TGCTATAGTGAA 3' (SEC ID No: 442)

Juego 66:

Plantilla Delantera:

5' TGGACTATGGAA 3' (SEC ID No: 443)
Plantilla reversa:

5' CTGCAGTCCGAA 3' (SEC ID No: 444)

Juego 87:

Plantilla Delantera:

5' GCTACTGCCCAA 3' (SEC ID No: 445)
Plantilla reversa:

5' TCACATGGTGAA 3' (SEC ID No: 4486)

Juego 68:

Plantilla Delantera:

5' GTGGCTCTGGAA 3' (SEC ID No: 447)
Plantilla reversa:

5' GAATTCCATTAA 3' (SEC ID No: 448)

Juego 69:

Plantilla Delantera:

5' TGGGGTGTCCAA 3' (SEC ID No: 449)
Plantilla reversa:



5' GCAAGCTCCGAA 3' (SEC ID No: 450)

Juego 70:

Plantilla Delantera:

5 ATGTTTTTTCAA 3' (SEC ID No: 451)
Plantilla reversa:

5' AGATCTGTTGAA 3' (SEC ID No: 452)

Juego 71:

Plantilla Delantera:

5' AAGTGCTGTGAA 3' (SEC ID No: 453)
Plantilla reversa:

5" ACTTTTTTGGAA 3’ (SEC ID No: 454)

Juego 72:

Plantilla Delantera:

5' AATCGGCAGGAA 3' (SEC ID No: 455)
Plantilla reversa:

5' GGCATGTCACAA 3' (SEC ID No: 456)

Juego 73:

Plantilla Delantera:

§' AGGAAGAAAGAA 3' (SEC ID No: 457)
Plantilla reversa:

5' CAGTTTCACCAA 3' (SEC ID No: 458)

Juego 74:

Plantilla Delantera:

5 CACAGAATTTAA 3' (SEC ID No: 459)
Plantilla reversa:

5' AAGAATAAGTAA 3' (SEC ID No: 460)

Juego 75:
Plantilla Delantera:
5' GGGATAGTACAA 3' (SEC ID No: 461)

Plantilla reversa:



5' TTCCCATGATAA 3' (SEC ID No: 462)

Juego 76:

Plantilla Delantera:

5' TGATTAGTTGAA 3' (SEC ID No: 463)
Plantilla reversa:

5' GCATTCAGTGAA 3' (SEC ID No: 484)

Juego 77:

Plantilla Delantera:

5' AGGGAATATTAA 3' (SEC ID No: 485)
Plantilla reversa:

5' GACCTTAGGTAA 3' (SEC ID No: 466)

' Juego 78:

Plantilla Delantera:

5' TTCTTTTCACAA 3' (SEC ID No: 467)
Plantilla reversa:

5' CCAAACTAAGAA 3' (SEC ID No: 488)

Juego 79:

Plantilla Delantera:

5' GTGCTCTTAGAA 3' (SEC ID No: 469)
Plantilla reversa:

5' ATGAGTTTAGAA 3' (SEC ID No: 470)

Juego 80:

Plantilla Delantera:

5' ATGAGCATAGAA 3' (SEC ID No: 471)
Plantilla reversa:

5' GACAAATGAGAA 3' (SEC ID No: 472)

Juego 81:

Plantilla Delantera:

5' AAACCCAGAGAA 3' (SEC ID No: 473)
Plantilla reversa:
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5' CCTCACACAGAA 3' (SEC ID No: 474)

Juego 82:

Plantilla Delantera:

5' CACACTGTGGAA 3' (SEC ID No: 475)
Plantilla reversa:

5' CACTGTACCCAA 3’ (SEC ID No: 476)

Juego 83:

Plantilla Delantera:

5' GTAGTATTTCAA 3' (SEC ID No: 477)
Plantilla reversa:

5' TGGATACACTAA 3' (SEC ID No: 478)

Juego 84:

Plantilla Delantera:

5' CCCATGATTCAA 3' (SEC ID No: 479)
Plantilla reversa:

§5' TCATAGGAGGAA 3' (SEC ID No: 480)

Juego 85:

Plantilla Delantera:

5' AGGAAAGAGAAA 3' (SEC ID No: 481)
Plantilla reversa:

5' ATATGGTGATAA 3' (SEC ID No: 482)

Juego 86:

Plantilla Delantera:

5' GATGCCATCCAA 3' (SEC 1D No: 483)
Plantilla reversa:

5' ATACTATTTCAA 3' (SEC ID No: 484)

Juego 87:

Plantilla Delantera:

5' GTGTGCATGGAA 3' (SEC ID No: 485)
Plantilla reversa:
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5' AGGTGTTGAGAA 3' (SEC ID No: 486)

Juego 88:

Plantilla Delantera:

5' CAGCCTGGGCAA 3' (SEC ID No: 487)
Plantilla reversa:

5' GGAGCTCTACAA 3' (SEC ID No: 488)

Juego 89:

Plantilla Delantera:

5' AACTAAGGTTAA 3' (SEC ID No: 489)
Plantilla reversa:

5' AACTTATGTTAA 3' (SEC ID No: 490)

Juego 90:

Plantilla Delantera:

5' ATCTCAACAGAA 3' (SEC ID No: 491)
Plantilla reversa:

5' TAACAATGTGAA 3' (SEC ID No: 492)

Juego 91:

Plantilla Delantera:

5' AAGGATCAGGAA 3' (SEC ID No: 493)
Plantilla reversa:

5' CTCAAGTCTTAA 3' (SEC ID No: 494)

PCR Multiplex

Las regiones en el cromosoma 21 circundantes a los SNPs
TSC0397235, TSC 0470003, TSC16849726, TSC1261039, TSC0310507,
TSC1650432, TSC1335008, TSC0128307 y TSC0259757 fueron ampliadas
del templete de ADN gendmico usando la reaccién en cadena de polimerasa
(PCR, Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como
referencia). Esta reaccibn de PCR usé plantilas que se cocieron

aproximadamente a 130 bases aguas armiba y aguas abajo de los sitios de

interés. Se usd para aumentar el nimero de copias de los sitios de interés,
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para eliminar cualquier emor que pueda resultar por un bajo nimero de
genomas.

Para especificidad aumentada se usé una reaccidén de PCR de "inicio
caliente®. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStatTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catalogo
203443). La cantidad de templete de ADN y plantilla por reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés. En este ejemplo se usaron 15 ng de
templete de ADN gendmico humano y 5 uM de cada plantilla.

Dos microlitros de cada plantila delantera y nreversa, a
concentraciones de 5 mM se recolectaron en un tubo de microcentrifuga
simple y se mezclaron. Se usaron ocho microlitros de la mezcla de plantilla
en un volumen total de reaccion PCR de 40 ul (1.5 ul de templete de ADN,
10.5 pl de agua estéril, 8 pl de mezcla de plantilla, y 20 ul de HotStart Taq).
Se realizaron veinticinco ciclos de PCR. Se usaron las siguientes
condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos:

(2) 95°C por 30 segundos;

(3) 4°C por 30 segundos;

(4) 37°C por 30 segundos;

(5) Repite pasos 2-4 veinticuatro (24) veces;
(6) 72°C por 10 minutos;

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extension se pueden optimizar probando _varios ajustes y usando los
parametros que produjeron los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Las plantillas y nucleétidos en exceso fueron removidos de la reaccion
mediante el uso de los kits de purificacion de PCR Quagen MinElute
(Qiagen, NOmero de catidlogo 28004). Las reacciones se realizaron
siguiendo las instrucciones del fabricante suministradas con las columnas.
El ADN fue eluido en 100 pl de agua estéril.
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Reaccidn Dos de PCR

El SNP TSC0397235 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas: '

Primera plantilla:

5' TTAGTCATCGCAGAATTCTACTTCTTTCTGAAGTGGGA 3' (SEC ID No: 485)
Segunda plantilla:

5' GGACAGCTCGATGGGACTAATGCATACTC 3' (SEC 1D No: 486)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo &'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRI, y fue
disefiado para recocerse a 103 bases del sitio de interés. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BsmF .

El SNP TSC0470003 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5 GTAGCCACTGGTGAATTCGTGCCATCGCAAAAGAATAA 3' (SEC ID No: 497)
Segunda plantilla:

5' ATTAGAATGATGGGGACCCCTGTCTTCCC 3' (SEC ID No: 498)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo 5' y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRI, y fue
disefiado para recocerse a 80 bases del sitio de interés. La segunda plantilla
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BsmF |.

El SNP TSC1649726 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5' ACGCATAGGAAGGAATTCATTCTGACACGTGTGAGATA 3' (SEC ID No: 499)
Segunda plantilla:

5' GAAATTGACCACGGGACTGCACACTTTTC 3" (SEC ID No: 500)

&6

2



iSI

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo &'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRl, y fue
disefiado para recocerse a 113 bases del sitio de interés. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BsmF |.

El SNP TSC1261039 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5' CGGTAAATCGGAGAATTCAAGTTGAGGCATGCATCCAT 3' (SEC ID No: 501)
Segunda plantilla:

§5' TCGGGGCTCAGCGGGACCACAGCCACTCC 3' (SEC ID No: 502)

La primera plantilla contenfa un marcador de biotina en el extremo 5'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién EcoR, y fue
diseflado para recocerse a 54 bases del sitio de interés. La segunda plantilia
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restricciéon BsmF 1.

El SNP TSCO0310507 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5" TCTATGCACCACCAATTCAATATGTGTTCAAGGACATT 3' (SEC ID No: 503)
Segunda plantilla:

5' TGCTTAATCGGTGGGACTTGTAATTGTAC 3’ (SEC ID No; 504)

La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el extremo 5’y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRIl, y fue
disefiado para recocerse a 93 bases del sitio de interés. La segunda plantilla
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BsmF |.

El SNP TSC1650432 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:
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' CGCGTTGTATGCGAATTCCCTGGGGTATAAAGATAAGA 3' (SEC ID No: 505)
Segunda plantilla:
§' CTCACGGGAACTGGGACACCTGACCCTGC 3' (SEC ID No: 506)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo 5’y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccibn EcoRl, y fue
disefiado para recocerse a 80 bases del sitio de interés. La segunda plantilla
contenla un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién BsmF |.

El SNP TSC1335008 se ampli® usando el siguiente juego de
plantilas:

Primera plantilla:

5' GTCTTGCCGCTTGAATTCCCATAGAAGAATGCGCCAAA 3' (SEC ID No: 507)
Segunda plantilla:

§' TTGAGTAGTACAGGGACACACTAACAGAC 3' (SEC ID No: 508)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo 5'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRI, y fue
disefiado para recocerse a 94 bases del sitio de interés. La segunda plantilla
contenla un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién BsmF {.

El SNP TSC0128307 se ampli6 usando el siguiente juego de
plantillas:

Primera plantilla:

5' AATACTGTAGGTGAATTCTTGCCTAAGCATTTTCCCAG 3' (SEC ID No: 508)
Segunda plantilla:

5 GTGTTGACATTCGGGACTGTAATCTTGAC 3' (SEC ID No: 510)

La primera plantilla contenla un marcador de biotina en el extremo §'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRl, y fue
disefiado para recocerse a 54 bases del sitio de interés. La segunda plantilla
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BsmF |.

El SNP TSC0259757 se amplid usando el siguiente juego de
plantillas:
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Primera plantilla:

5" TCTGTAGATTCGGAATTCTTTAGAGCCTGTGCGCTGAG 3' (SEC ID No: 511)
Segunda plantilla:

5' CGTACCAGTACAGGGACGCAAACTGAGAC 3' (SEC ID No: 512)

La primera plantilia contenla un marcador de biotina en el extremo &'y
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRI, y fue
disefiado para recocerse a 100 bases del sitio de interés. La segunda
plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion
BsmF I.

Todos los sitios de interés fueron amplificados del templete de ADN
gendmico usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, Patentes U.S.
Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como referencia). En este
ejemplo, los sitios de interés fueron amplificados en tubos de reaccion
separados, pero también se puedieron haber amplificado juntos en una
reaccion de PCR simple. Para especificidad aumpntada se us6 una PCR de
“inicio caliente”. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStarTag Master Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catalogo
203443).

Se usd un microlitro del eluido de la reaccién multiplex (producto de
PCR eluido de la columna MinElute) como templete de ADN para cada
reaccién de PCR. Cada SNP fue amplificado en triplicado de 15 ng del
templete de ADN original (ADN que no se sometié a la reaccién multiplex).
La cantidad de templete de ADN y de plantillapor reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés pero en este ejemplo se usaron 5 uM de
cada primer. Se realizaron cuarenta ciclos de PCR. Se usaron las siguientes
condiciones de PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos:
(2) 37°C por 30 segundos;
(3) 95°C por 30 segundos;
(4) 57°C por 30 segundos;
(5) 95°C por 30 segundos;
(6) 64°C por 30 segundos;

2o



25)1

(7) 95°C por 30 segundos;
(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces;
(9) 72°C por 5 minutos;

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusidon de [a regidn de recocido 3' de las segundas
plantillas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la regién 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entenderéd que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parametros que produjeron los mejores resultados.

Andlisis del Gel de Agarosa

Se analizaron cuatro microlitros de una reaccion de PCR de veinte
microlitros para cada SNP del templete de ADN original, mediante
electroforesis en gel de agarosa (ver FIG. 18A). Cuatro microlitros de una
reaccion de PCR de veinte microlitros para cada SNP que fue amplificado
del templete multiplexado, fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa (ver FIG. 18B).

Como se ve en la figura 18A, para 8/9 de los SNPs amplificados del
templete de ADN original se vié una banda simple de alta intensidad (lineas
1-3 y 5-8). La banda migré a la posicién comrecta para cada uno de los 8
SNPs. La amplificacion de TSC1261039 del templete de ADN original

N



P

produjo una banda de alta intensidad que migrd a la posicién cormrecta, y una
banda tenue de peso molecular méas bajo (llnea 4). Solo se vieron dos
bandas, y las bandas se pudieron distinguir con base en el peso molecular.
El método de PCR descrito aqui permite la amplificacién limpia de los sitios
de interés del ADN gendmico sin ninguna concentracién o enriquecimiento
de los sitios de interés.

Como se ve en la FIG. 18B, las plantillas usadas para amplificar los
SNPs TSC0397235, TSC0470003, TSC0128307 del templete de ADN
multiplexado produjeron una banda simple de alta intensidad que migré a la
posicion correcta (lineas 1, 2, 5 y 8). No se introdujeron bandas adicionalesa
pesar del hecho de que la reaccion multiplex contenia doscientas plantillas.
Aunque las plantilas multiplex eran de 12 bases de longitud y
probablemente se recocen a secuencias adicionales a las localizadas en el
cromosoma 21, los productos no se vieron porque las bandas no fueron
ampliadas en la segunda reaccién de PCR. La segunda reaccién de PCR
usd plantillas especificas para los sitios de interds, y usd oligonucledtidos
asimétricos y temperaturas de recocido de escalacion, lo que permitid la
amplificacién especifica del genoma (ver Ejempilo 1).

La amplificacion de TSC1649726 del templete de ADN multiplex
produjo una banda de alta intensidad y dos bandas més débiles, que se
puedieron distinguir claramente con base en el peaso molecular (ver FIG.
18B, linea 3). La amplificaciéon de TSC1261039 del templete de ADN
multiplex produjo una banda de alta intensidad del peso molecular comrecto y
una banda tenue de peso molecular mds bajo (ver FIG. 188, llnea 4). La
banda de peso molecular més bajo era del mismo tamafio de la banda vista
en la amplificaciéon de TSC1261039 del templete de ADN original (comparar
FIG. 18A, linea 4 con FIG. 18B, linea 4). Asl, la amplificacion de
TSC1261039 en el templete de ADN multiplex no introdujo bandas
adicionales no especificas.

La amplificacibn de los SNPs TSC1650432, TSC1335008 y
TSC0259757 del templete de ADN muitiplex produjo una banda de alta
intensidad que migrd a la posicién correcta, y una banda mas debil (Ilneas 6,
7 y 9). Pala los SNPs TSC1650432 y TSC0259757, la banda mas débil era
de peso molecular més bajo y se distingula claramente de la banda de

%9

LR



2% 1Y

interés (ver FIG. 18B, lineas 6 y 8). Para SNP TSC1335008, la banda mas
débil era de peso molecular ligeramente mas alto. Sin embargo, la banda
correcta se puede identificar mediante la comparacién de los productos de
amplificacion de TSC1335008 con el templete de ADN original (compare
FIG. 18A, linea 7 y FIG. 18B, linea 7). Las condiciones de PCR también se
pueden optimizar para TSC1335008. Todos los 9 SNPs fueron amplificados
bajos las mismas condiciones exactas que produjeron bandas claramente
distinguibles para los SNPs amplificados.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. La mitad de la reaccién de PCR fue transferida a un agujero de
una placa Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics
GmbH (niimero de catélogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001). Las primeras plantillas
contenian un marcador de biotina 5' de forma que los productos de PCR se
enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina, mientras que el
templete de ADN gendmico no lo hizo. La reaccion de ligamiento de
estreptavidina se realizd usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rpm por 20 min.,, a 37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el
material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso
mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1788-1795 (1990)); Kaneoka et
al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18.6163-
6164 (1990)).

Digestién de la enzima de restriccion de los fragmentos aislados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de resfriccion. Después de la digestibn, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

Incorporacién del Nucledtido Marcado
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La digestibn de la enzima de restriccidn con BsmF | produjo un
fragmento de ADN con una proyeccién §', que contenla el sitio SNP o sitio
de interés, y un extremo 3' suspendido. La proyeccién 5’ funcioné como un
templete que permitia la incorporacién de un nucledtido o nucledtidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Como se discutié en detalle en el Ejemplo 8, la secuencia de ambos
alelos de un SNP se puede determinar mediante el uso de un nucledtido
marcado, en presencia de otros nucleétidos no marcados. Se agregaron los
siguientes componentes a cada reaccién de llenado: 1 pl de ddGTP marcado
fluorescentemente, 0.5 ul de ddNTPs no marcados (40 uM), que contenian
todos los nucledtidos excepto guanina, 2 ul de buffer de secuenasa 10X,
0.25 ul de Secuenasa, y agua segln se necesite para una reaccion de 20 pl.
La reaccién de llenado se realizd a 40°C por 10 min. El ddNTP marcado no-
fluorescentemente se comprd en Fermentas Inc. (Hanover, MD). Todos los
otros reactivos de marcado se obtuvieron en Amersham (Kit Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core, US 79565).

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
ul) tres veces. Los fragmentos de ADN "llenados” fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestién con la enzima de restriccion EcoRl,
segin las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima. La digestion se realizé por 1 hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.

Deteccidn del Sitio de interés

Las muestras fueron cargadas en una linea de un gel de acrilamida al
5% (urea) de 36 cm (Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run
Gel Packs, nimero de catdlogo 50691). Las muestras se sometieron a
electroforesis en el gel a 3000 voltios por 3 min. El gel se corrié por 3 horas
en un aparato de secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue
removido del aparato y fue rastreado en el Typhoon 8400 Variable Mode
Imager. El nucledtido marcado incorporado fue detectado mediante
fluorescencia. Se extrajo una caja alrededor de cada banda, y la intensidad
de la banda se calculé usando el software de Typhoon 9400 Variable Mode
Imager.
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A continuacibn se muestra un esquema de proyeccion 5' para
TSC0470003 depués de la digestidn con BsmF |

5 CTCT
3FGAGA R A C C
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

Los nucledtidos observados para TSC04700003 son adenina Yy
guanina en la la direccién de la cadena (descrita aqui como la cadena
superior). La tercera posicién de la proyeccidn comesponde a citosina que
es complementaria a guanina. Se usé el ddGTP marcado en presencia de
dATP, dCTP y dTTP no marcados. Los esquemas de las moléculas de ADN
después de la reaccién de llenado se ilustran a continuacion:

Alelo 1 5 CTCT G*
3GAGA C A C C
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5 CTCT A T G*
IGAGA T A C C
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Se vieron dos bandas; la banda de peso molecular mas bajo
comespondia a las moléculas de ADN lienadas con ddGTP en la posicion 1
complementaria a la proyeccion, y la banda de peso molecular més alto
comrespondia a las moléculas de ADN llenadas con ddGTP en la posicion 3
complementaria a la proyeccién (ver FIG. 19),

Se calculd el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en TSC0470003 después
de la amplificacién del ADN original y el templete de ADN multiplexado. El
uso de un nucleétido marcado fluorescentemente para detectar ambos alelos
en una reaccion simple reduce la cantidad de errores introducidos en las
reacciones de pipeteado, y el ermor que se introduce a través de los
coeficientes cuanticos de colorantes diferentes.
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Para SNP TSC047003, el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 se calculé
dividiendo el valor de alelo 2 entre la suma de los valores de alelo 2 y alelo
1. Se calculd que el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para TSC047003 en el
templete de ADN original era de 0.539 (ver Tabla XIX). Se realizaron tres
reacciones de PCR para cada SNP en el templete de ADN multiplexado. El
promedio de porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para TSC047003 en el ADN
multiplexado fue de 0.49 con una desviacion estandar de 0.0319 (ver Tabla
XiX). No hubo diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje
obtenido en el templete de ADN original y el templete de ADN multiplexado.

Para SNP TSC1261069, se calculd que el porcentaje de alelo 2 a
alelo 1 para TSC1261039 en el templete de ADN original era de 0.44 (ver
Tabla XIX). Se realizaron tres reacciones de PCR para cada SNP en el
templete de ADN muttiplexado (ver FIG. 19B). El promedio de porcentaje de
alelo 2 a alelo 1 para TSC1261039 en el ADN multiplexado fue de 0.468 con
una desviacién estindar de 0.05683 (ver Tabla XIX). No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los porcentajes de alelo 2 a alelo 1
obtenidos en el templete de ADN original y en el templete de ADN
multiplexado. '

La variacion vista en el porcentaje de alelo 2 a alelo 1 para
TSC1261039 en el templete de ADN multiplexado se debié probablemente a
las reacciones de pipeteado. La variaciéon se puede reducir aumentando el
namero de réplicas. Con un gran nidmero de réplicas se puede obtener un
porcentaje con minima variacién estadistica.

Asimismo, no hubo diferencia estadistica entre el porcentaje de alelo
2 a alelo 1 en el templete de ADN original y en el templete de ADN
multiplexed para los SNPs TSC0310507 y TSC1335008 (ver Tabla XIX y
FIGS. 19C y 19D). Asli, se puede usar una reaccion multiplex para aumentar
el nimero de regiones cromosdmicas que contienen los sitios de interés sin
afectar el porcentaje de un alelo a otro en los sitios variables.

TABLA XIX. Porcentaje de alelo 2 a alelo 1 en varios SNPs con y sin
multiplexion.

3

&



2 274

TSC047003

Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 5535418 6487873 0.539608748
M1 4804358 4886716 0.504249168
M2 5540389 5958585 0.517778803
M3 8356275 7030245 0.45690936
Media (M1-M3) 0.49297911
Desv. Std. 0.031961429
TSC1261039

Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 3488765 2768066 0.442407027
M1 3603388 2573244 0.41660957
M2 4470423 5026872 0.529295131
M3 4306015 366894012 0.46008898
Media (M1-M3) 0.46866456
Desv. Std. 0.056830136
TSC0310507

Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
1A 2966511 2688180 0.475390299
M1 4084472 2963451 0.420471535
M2 4500891 4052892 0.47331481
M3 7173191 4642069 0.39288759
Media (M1-M3) 0.428891312
Desv. Std. 0.040869352
TSC1335008

Alelo 1 Alelo 2 2/(2+1)
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A 2311629 2553016 0.524810341
M1 784790 900879 0.531282343
M2 1261568 1780689 0.5853184
M3 1165156 1427840 0.550653
Media (M1-M3) 0.555751248
Desv. Std. 0.027376412

Los métodos descritos aqul usaron dog reacciones de amplificacién
distintas para amplificar los sitios de interés. En la primera reaccion de PCR
se disefiaron oligonucledtidos para recocerse aguas arriba y aguas debaijo
de los sitios de interds. Contraria a la amplificacion gendmica tradicional,
estas plantillas no se degeneraron y se cocieron a una distancia especffica
del sitio de interés. Sin embargo, debido a la longitud de las plantillas, es
probable que las plantillas se cocieran en otras regiones del genoma. Estas
plantillas se usaron para aumentar la disponibilidad de ADN para analisis
genético.

La segunda reaccion de PCR usa los métodos descritos en los
Ejemplos 1-6. Las plantillas estin disefiadas para amplificar los sitios de
interés, y se determina la secuencia en los sitios de interés. Las condiciones
de la segunda reaccién de PCR permitieron la amplificacién especifica de los
sitios de interés del templete de ADN multiplexado. Si hubo productos no
especificos de la reaccion multiplex, estos no impidieron la amplificacién de
los sitios de interés. No hubo diferencia estadlIstica en los porcentajes de
alelo 2 a alelo 1 en los cuatro SNPs analizados, sin importar si la
amplificacion se realizd en el templete de ADN original o en el templete de
ADN multiplexado.

Los SNPs analizados en este ejemplo estaban localizados en el
cromosoma humano 21. Sin embargo, los métodos se pueden aplicar a
ADN humano y no humano incluyendo, pero sin limitarse a cromosomas 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,21, 22, Y y Y.
Los métodos multiplex también se pueden aplicar al anélisis de mutaciones
genéticas que incluyen, si limitarse a sustituciones de nucledtido,
inserciones, eliminaciones y redistribuciones.
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Los métodos anteriores se pueden usar para aumentar la cantidad de
ADN disponible para andlisis genético cuando el templete de ADN de partida
esta limitado en cantidad. Por ejemplo, las lesiones pre-malignas y pre-
invesivas con células malignas usualmente constituyen una pequefia
fraccién de las células en el espécimen, que reducen el nimero de analisis
genéticos que se pueden realizar. Los métodos descritos aqul se pueden
usar para aumentar las cantidades de ADN maligno disponible para analisis
genético. Ademaés, el nimero de genomas fetales presentes en la sangre
materna usualmente es bajo; los métodos descritos aquf se pueden usar
para aumentar la cantidad de ADN fetal.

EJEMPLO 13

El plasma aislado de una muestra de sangre de una hembra
embarazada contiene tanto templete de ADN matemo como templete de
ADN fetal. Como se discutié anteriormente, el porcentaje de ADN fetal en el
plasma matemo varia en cada hembra embarazada. Sin embargo, el
porcentaje de ADN fetal se puede determinar mediante el analisis de los
SNPs en donde el templete de ADN matemo es homocigético y el templete
de ADN obtenido del plasma muestra un modelo heterocigético.

Por ejemplo, asuma que el SNP X puede ser adenina o guanina, y el
ADN materno para SNP X es homocigético para guanina. El método de
marcado descrito en el Ejemplo 6 se puede usar para determinar la
secuencia del templete de ADN en |la muestra de plasma. Si la muestra de
plasma contiene ADN fetal que es heterovigético en SNP X, se esperan las
siguientes moléculas depués de la digestién con la enzima de restriccién tipo
IS BsmF |, y de la reaccion de llenado con ddGTP marcado, dATP, dTTP y
dCTP no marcados.

Alelo 1 Matemo 5 GGGT G*
3JCCCA C T C A

Alelo 2 Matemo 5 GGGT G*
3' CCCA C T C C
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Alelo 1 Fetal 5 GGGT @G*
3CCCA C T C A

Alelo 2 Fetal 5GGGT A A G*
JFCCCA T T C A

Se ven dos sefiales; una sefial corresponde a las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién uno complementaria a la proyeccién, y la
otra sefial comesponde a las moléculas de ADN llenadas con ddGTP en la
posiciéon 3 complementaria a la proyaccion. Sin embargo, el ADN matemo
es homocigético para guanina, que corresponde a las moléculas de ADN
llenadas en la posicién uno complementaria a la proyeccion. La sefial de las
moléculas de ADN llenadas con ddGTP en la posicién 3 complementaria a la
proyeccion corresponde al alelo de adenina que representa el ADN fetal.
Esta sefial se convierte en una sefial para el ADN fetal y se puede usar para
medir la cantidad de ADN fetal presente en la muestra de plasma.

No hay diferencia en la cantidad de ADN fetal de un cromosoma a
otro. Por ejemplo, el porcentaje de ADN fetal de cualguier individuo dado en
el cromosoma 1 es el mismo porcentaje de ADN fetal en el cromosoma 2, 3,
4,5,6,7, 8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, Xy Y. Asl,
la relacién de alelo calculada para los SNPs en un cromosoma se puede
comparar con la relacién de alelo para los SNPs en otro cromosoma.

Por ejemplo, la relacién de alelo para los SNPs en el cromosoma 2
debe ser igual a la relacién de alelo para los SNPs en los cromosomas 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, Xy Y. Sin
embargo, si el feto tiene una anomalidad cromosdmica que incluye pero no
se limita a una trisomia 0 monosomla, la relacion para el cromosoma que
esta presente en el nimero de copia anormal sera diferente de la relacién en
los otros cromosomas.

Se recolecté sangre de una hembra embarazada después de obtener
su consentimiento. La muestra de sangre se us6 para demostar que se
puede detectar el ADN fetal en el plasma matermno mediante el analisis de los
SNPs en donde el ADN matemo era homocigético, y el mismo SNP mostrd
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un modelo heterocigético del ADN obtenido del plasma de una mujer
embarazada.

Preparacion del Plasma de la Sangre Completa

El plasma fue aislado de cuatro tubos que contenlan cada uno 9 ml de
sangre (Fischer Scientific, tubos Vacuette con 5 ml de EDTA, nimero de
catdlogo NC9897284). La sangre se obtuvo por venipuntura de una hembra
embarazada que hablia dado su consentimiento. Después de recolectar la
sangre, se agregé formaldehido (25 pl/ml de sangre) a cada tubo. Los tubos
fueron colocados a 4°C hasta el embarque. Los tubos fueron embarcados
via Federal Express en un contenedor de espuma en un empaque de hielo.

La sangre fue centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos. No se uso el
freno en la centrifuga. Este paso de centrifugacién se repiti6. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se centrifugd a 3,000 rpm
por diez minutos. No se usé el freno en la centrifuga. El sobrenadante de
cafa uno de los cuatro tubos se recolectd y alicuoté en dos tubos. El plasma
se almacend a -80°C hasta que el ADN fue purificado.

El templete de ADN fue aislado usando el Kit QIAmp ADN Blood Midi
suministrado por QIAGEN (nimero de catdlogo 51183). El templete de ADN
fue aislado segun las instrucciones incluidas en el kit. El templete de ADN
del plasma fue eluido en un volumen final de 20 microlitros.

Aislamiento del ADN materno

Después de remover el plasma de la muestra descrita anteriormente,
un mililitro de la muestra de sangre restante, que cominmente se refiere
como “cubierta amarilla” se transfirié a un tubo nuevo. Se agregé un mililitro
de PBS 1X a la muestra. El templete de ADN fue aislado usando el Kit
QIAmp ADN Blood Midi suministrado por QIAGEN {nimero de catalogo
51183).

Identificacion de los SNPs Maternos Homocigéticos

(%4

284



%

El Ejemplo 8 describe un método para identificar los SNPs que son
altamente variables en la poblacion, ¢ para identificar SNPs heterocigéticos
para un individuo dado. Los métodos como se describen en el Ejemplo 8,
fueron aplicados al templete de ADN matemo para identificar los SNPs en el
cromosoma 13, en donde el ADN matemo era homocigético. Se puede
detectar cualquier nimero de SNPs. El nimero de SNPs a ser detectado es
proporcional al nimero de SNPs heterocigéticos en el ADN fetal que se
necesita ser analizado.

Como se describe en detalle en el Ejemplo 8, se puede usar un
nucledtido marcado para determinar la secuencia de ambos alelos en un
SNP particular. Para este ejemplo se escogieron los SNPs para los cuales
la secuencia se puede determinar con ddGTP marcado en presencia de
dATP, dTTP y dCTP no marcados. Sin embargo, también se pueden usar
SNPs a los que cuales se les puede determinar la secuencia con ddATP,
ddCTP o ddTTP marcado. Ademas, los SNPs a ser analizados se pueden
escoger de forma que todos sean marcados con el mismo nucleétido o
cualquier combinacidn de nucleétido de los cuatro nucleétidos. Por ejemplo,
si se van a detectar 400 SNPs, se pueden escoger 100 de forma que la
secuencia sea determinada con ddATP marcado, se pueden escoger 100 de
forma que la secuencia sea determinada con ddTTP marcado, se pueden
escoger 100 de forma que la secuencia sea determinada con ddGTP
marcado y se pueden escoger 100 de forma que la secuencia sea
determinada con ddCTP marcado, o cualquier combinacién de los cuatro
nucledtidos marcados.

Se identificaron veintinueve SNPs en donde el ADN matemo era
homocigético: TCS0052277, TSC1225391, TSC0289078, TSC1349804,
TSC0870209, TSC0194838, TSC0820373, TSC0902859, TSC0501510,
TSC1228234, TSC0082910, TSCO0838335, TSC0818882, TSC0465204,
TSC1084457, TSC0466177, TSC1270598, TSC1002017, TSC1104200,
TSC0501389, TSC0039960, TSC0418134, TSC0603688, TSC0129188,
TSC1103570, TSC813449, TSC0701940, TSC0087962 y TSC0860274. Los
SNPs heterocigéticos variarén de individuo a individuo.

Disefio de las Plantillas Multiplex

igl
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Un bajo nimero de copias de genomas fetales estan tipicamente
presentes en el plasma matemo. Para aumentar el nimero de copias de los
sitios de interés localizados en el cromosoma 21, las plantillas fueron
disefiadas para recocerse a aproximadamente 130 bases aguas arriba y 130
bases aguas debajo de los sitios de interés. Esto se hizo para reducir el
error de muestreo estad(stico que puede ocurrir cuando se trabaja con un
nimero bajo de genomas, que puede influir en la relacién de un alelo a otro
(ver Ejemplo 11). Las plantillas eran de 12 bases de longitud. Sin embargo,
so puede usar plantillas de cualquier longitud incluyendo, pero sin limitarse a
2,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 3645, 46-55, 56-65, 66-75, 76-85,
86-95, 96-105, 106-115, 116-125, y mas de 125 bases. Las plantillas fueron
disefiadas para recocerce en la direccion de la cadena y en la direccién
contraria de la cadena.

Las plantillas fueron disefiadas para terminar en el extremo 3' en el
nucledtido “AA” para reducir la formacién de dimerizaciéon de la plantilla. Sin
embargo, las plantillas se pueden disefiar para terminar en cualquiera de los
cuatro nucleétidos y en cualquier combiacion de los cuatro nucleétidos.

Las plantillas multiplex para SNPTSC0052277 fueron:
Plantilla delantera:

§5' GACATGTTGGAA 3' (SEC ID No: 513)

Plantilla reversa:

5" ACTTCCAGTTAA 3' (SEC ID No: 514)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1225391 fueron:

Plantilla delantera:
5' GTTTCCTGTTAA 3' (SEC ID No: 515)

Plantilla reversa:
5' CGATGATGACAA 3' (SEC ID No: 516)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0289078 fueron:

20



Plantilla delantera:

5' GAGTAGAGACAA 3' (SEC ID No: 517)
Plantilla reversa:

5' TCCCGGATACAA 3’ (SEC ID No: 518)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1349804 fueron:

Plantilla delantera:

5' CATCCTCATGAA 3' (SEC ID No: 519)
Plantilla reversa:

5' TATTCCTGAGAA 3' (SEC ID No: 520)

Las plantilias multiplex para SNP TSC0870209 fueron:

Plantilla delantera:

5' AGTTTGTTTTAA 3' (SEC ID No: 521)
Plantilla reversa:

5 TATAAACGATAA 3' (SEC ID No: 522)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0194938 fueron:

Plantilla delantera:

5 TTTGACCGATAA 3' (SEC ID No: 523)
Plantilla reversa:

§5' TGACAGGACCAA 3' (SEC ID No: 524)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0820373 fueron:

Plantilla delantera:

5' TTATTCATTCAA 3' (SEC ID No: 525)
Plantilla reversa:

5 AGTTTTTCACAA 3’ (SEC ID No: 526)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0902859 fueron:

Plantilla delantera:
5' CACCTCCCTGAA 3' (SEC ID No: 527)
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Plantilla reversa:
5' CCAGATTGAGAA 3' (SEC ID No: 528)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0501510 fueron:

Plantilla delantera:

5 TGTGTCCACCAA 3’ (SEC ID No: 529)
Plantilla reversa:

5 CTTCTATTCCAA 3' (SEC ID No: 530)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1228234 fueron:

Plantilla delantera:

5' TCACAATAGGAA 3' (SEC ID No: 531)
Plantilla reversa:

5' TACAAGTGAGAA 3' (SEC ID No: 532)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0082910 fueron:

Plantilla delantera:

5 GAGTTTTCGTAA 3' (SEC ID No: 533)
Plantilla reversa:

5 GTGTGCCCCCAA 3' (SEC ID No: 534)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0838335 fueron:

Plantilla delantera:

5' GCACCACTGCAA 3' (SEC ID No: 535)
Plantilla reversa:

5 GAACACAAT GAA 3' (SEC ID No: 5386)

Las plantillas multiplex para SNP TSC08189882 fueron:

Plantilla delantera:
5' TATCCTATTCAA 3' (SEC ID No: 537)
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Plantilla reversa:
5' CAACCATTATAA 3' (SEC ID No: 538)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0469204 fueron:

Plantilla delantera:

5' TATGCTTTACAA 3' (SEC ID No: 539)
Plantilla reversa:

5 TTTGTTTACCAA 3" (SEC ID No: 540)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1084457 fueron:

Plantilla delantera:

5' AGGAAATTAGAA 3' (SEC ID No: 541)
Plantilla reversa:

5' TGTTAGACTTAA 3' (SEC ID No: 542)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0486177 fueron:

Plantilla delantera:

5' TATTTGGAGGAA 3' (SEC ID No: 543)
Plantilla reversa:

5' GGCATTTGTCAA 3’ (SEC ID No: 544)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1270598 fueron:

Plantilla delantera:

5' ATACTCCAGGAA 3’ (SEC ID No: 545)
Plantilla reversa:

5' CAGCCTGGACAA 3' (SEC ID No: 546)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1002017 fueron:

Plantilla delantera:
5' CCATTGCAGTAA 3' (SEC ID No: 547)



Plantilla reversa:
5' AGGTTCTCATAA 3' (SEC ID No: 548)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1104200 fueron:

Plantilla delantera:

5' TGTCATCATTAA 3' (SEC ID No: 549)
Plantilla reversa:

5" TGGTATTTGCAA 3' (SEC ID No: 550)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0501389 fueron:

Plantilla delantera:

5' TAGGGTTTGTAA 3' (SEC ID No: 551)
Plantilla reversa:

5' CCCTAAGTAGAA 3' (SEC ID No: 552)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0039860 fueron:

Plantilla delantera:

5 GTATTTCTTTAA 3" (SEC ID No: 553)
Plantilla reversa:

5' GAGTCTTCCCAA 3' (SEC ID No: 554)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0418134 fueron:

Plantilla delantera:

5' CAGGTAGAGTAA 3' (SEC ID No: 555)
Plantilla reversa:

5' ATAGGATGTGAA 3' (SEC ID No: 556)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0603688 fueron:

Plantilla delantera:
5' CAATGTGTATAA 3' (SEC ID No: 557)
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Plantilla reversa:
5' AGAGGGCATCAA 3' (SEC ID No: 558)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0129188 fueron:

Plantilla delantera:

5' CCAGTGGTCTAA 3' (SEC ID No: 559)
Plantilla reversa:

5' TAAACAATAGAA 3' (SEC ID No: 560)

Las plantillas multiplex para SNP TSC1103570 fueron:

Plantilla delantera:

5' GCACACTTTTAA 3' (SEC ID No: 561)
Plantilla reversa:

5' ATGGCTCTGCAA 3' (SEC ID No: 562)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0813449 fueron:

Plantilla delantera:

§' GTCATCTTGTAA 3' (SEC ID No: 563)
Plantilla reversa:

5' TGCTTCATCTAA 3' (SEC ID No: 564)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0701940 fueron:

Plantilla delantera:

5' AGAAAGGGGCAA 3' (SEC ID No: 585)
Plantilla reversa:

5 CTTTTCTTTCAA 3' (SEC ID No: 566)

{_as plantillas multiplex para SNP TSC0087962 fueron:

Plantilla delantera:
5' CTACTCTCTCAA 3’ (SEC ID No: 567)
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Plantilla reversa:
§5' ACAGCATTATAA 3' (SEC ID No: 568)

Las plantillas multiplex para SNP TSC0660274 fueron:

Plantilla delantera:

5' ACTGCTCTGGAA 3' (SEC ID No: 569)
Plantilla reversa:

5' GCAGAGGCACAA 3' (SEC ID No: 570)

PCR Multiplex

Las regiones en el cromosoma 13 circundantes a los 29 SNPs fueron
ampliadas del templete de ADN gendmico usando la reaccién en cadena de
polimerasa (PCR, Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a
este como referencia). Esta reaccion de PCR usé plantillas que se cocieron
aproximadamente a 150 bases aguas arriba y aguas abajo de los sitios de
interés. Las cincuenta y ocho plantillas fueron mezcladas juntas y se usaron
en una reaccién simple para amplificar el templete de ADN. Esta reaccion
se usd para aumentar el nimero de copias de los sitios de interés, que
eliminan errores generados por un bajo namero de genomas.

Para especificidad aumentada se usé una reaccién de PCR de “inicio
caliente®. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (nGmero de catalogo
203443). La cantidad de templete de ADN vy plantilla por reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés. En este ejemplo se usaron 20 pul de
templete de ADN de plasma.

Dos microlitros de cada plantila delantera y reversa, a
concentraciones de 5 mM se recolectaron en un tubo de microcentrifuga
simple y se mezclaron. Se usaron cuatro microlitros de la mezcla de plantilla
en un volumen total de reaccién PCR de 50 ul (20 ! de templete de ADN de
plasma, 1 ul de agua estéril, 4 pl de mezcla de primer, y 25 ul de HotStar
Taq Mix). Se realizaron veinticinco ciclos de PCR. Se usaron las siguientes
condiciones de PCR:



(1) 95°C por 15 minutos:

(2) 95°C por 30 segundos;

(3) 4°C por 30 segundos;

(4) 37°C por 30 segundos;

(5) Repite pasos 2-4 veinticuatro (24) veces;
(6) 72°C por 10 minutos;

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacién, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
pardmetros que produjeron los mejores resultados.

También se pueden usar otros métodos de amplificacién gendmica
para aumentar el nimero de copias de los sitios de interés, incluyendo, pero
sin limitarse a preamplificacién de la extension de la plantilla (PEP) (Zhang et
al., PNAS, 89:5847-51, 1992), PCR de oligonucleétido degenerado por
plantilla (DOP-PCR) (Telenius, et &/, Genomics, 13:718-25, 19892),
amplificacién de desplazamiento de cadena usando polimerasa de ADN de
bacteriofago 29, que sufre la replicacion de circulo generados (Dean et al.,
Genomic Research 11:1095-89, 2001), amplificacibn de desplazamiento
muitiple (Patente U.S. 6,124,120), kits de Amplificacidn del Genoma Entero
REPLY-g™, y PCR marcada.

Purificacién del Fragmento de Interés

Las plantillas y nucledtidos no usados fueron removidos de la reaccién
usando los kits de Purificacién de PCR Qiagen MinElute (Qiagen, Nimero de
Catalogo 28004). Las reacciones se realizaron siguiendo las instrucciones
del fabricante suministradas con las columnas. El ADN fue eluldo en 100 ?I
de agua estéril.

Reaccién Dos de PCR

297



2 2897

Disefio de las Plantillas:
El SNP TSC0052277 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' CTCCGTGGTATGGAATTCCACTCAAATCTTCATTCAGA 3' (SEC ID No. 571)
Segunda plantiila:

5 ACGTCGGGTTACGGGACACCTGATTCCTC 3' (SEC ID No. 572)

El SNP TSC1225391 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5 TACCATTGGTTTGAATTCTTGTTTCCTGTTAACCATGC 3' (SEC ID No. 573)
Segunda plantilla:

5' GCCGAGTTCTACGGGACAGAAAAGGGAGC 3' (SEC ID No. 574)

El SNP TSC02898078 se ampli6é usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' TGCAGTGATTTCGAATTCGAGACAATGCTGCCCAGTCA 3' (SEC ID No. 575)
Segunda plantilla:

5' TCTAAATTCTCTGGGACCATTCCTTCAAC 3' (SEC ID No. 576)

El SNP TSC1349804 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' ACTAACAGCACTGAATTCCATGCTCTTGGACTTTCCAT 3' (S8EC ID No. 577)
Segunda plantilla:

5 TCCCCTAACGTTGGGACACAGAATACTAC 3' (SEC 1D No. 578)

El SNP TSC0870209 se amplié usando el siguiente juego de plantilias:

Primera plantilla:
5' GTCGACGATGGCGAATTCCTGCCACTCATTCAGTTAGC 3' (SEC ID No. 579)

Segunda plantilla:
5' GAACGGCCCACAGGGACCTGGCATAACTC 3' (SEC ID No. 580)
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El SNP TSC0194938 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5 TCATGGTAGCAGGAATTCTGCTTTGACCGATAAGGAGA 3' (SEC ID No. 581)
Segunda plantilla:

5' ACTGTGGGATTCGGGACTGTCTACTACCC 3’ (SEC ID No. 582)

El SNP TSC0820373 se ampli6é usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilia:

5' ACCTCTCGGCCGGAATTCGGAAAAGTGTACAGATCATT 3' (SEC 1D No. 583)
Segunda plantilla:

5' GCCGGATACGAAGGGACGGCTCGTGACT 3' (SEC ID No. 584)

El SNP TSC0902859 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

§' CCCTAGACTAAAGAATTCCCTGATGTCAGGCTGTCACC 3' (SEC ID No. 585)
Segunda plantilla:

5' ATCGGATCAGTCGGGACGGTGTCTTTGCC 3' (SEC 1D No. 586)

El SNP TSC0501510 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:
5 GCATAGGCGGGAGAATTCCCTGTGTCCACCAAAGTCGG 3' (SEC ID No. 587)

Segunda plantilla:
5' CCCACATAGGGCGGGACAAAGAGCTGAAC 3' (SEC ID No. 588)

El SNP TSC1228234 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' GGCTTGCCGAGCGAA TTCTAGGAAAGATACGGAATCAA 3" (SEC ID No. 588)
Segunda plantilla:

5' TAACCCTCATACGGGACTTTCATGGAAGC 3' (SEC ID No. 590)

Yz,
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El SNP TSC0082910 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' ATGAGCACCCGGGAATTCTGATTGGAGTCTAGGCCAAA 3’ (SEC ID No. 591)
Segunda plantilla:

5' TGCTCACCTTCTGGGACGTGGCTGGTCTC 3' (SEC ID No. 592)

El SNP TSC0838335 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

§' ACCGTCTGCCACGAATTCTGGAAAACATGCAGTCTGGT 3' (SEC ID No. 593)
Segunda plantilla:

5' TACACGGGAGGCGGGACAGGGTGATTAAC 3' (SEC ID No. 594)

El SNP TSC0818982 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' CTTAAAGCTAACGAATTCAGAGCTGTATGAAGATGCTT 3' (SEC ID No. 595)
Segunda plantilla:

5' AACGCTAAAGGGGGGACAACATAATTGGC 3’ (SEC ID No. 596)

El SNP TSC0469204 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' TTGTAAGAACGAGAATTCTGCAACCTGTCTTTATTGAA 3' (SEC ID No. 597)
Segunda plantilla:

5' CTTCACCACTTTGGGACACTGAAGCCAAC 3' (SEC ID No. 598)

El SNP TSC1084457 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' AACCATTGATTTGAATTCGAAATGTCCACCAAAGTTCA 3' (SEC ID No. 599)
Segunda plantilla:

5 TGTCTAGTTCCAGGGACGCTGTTACTTAC 3' (SEC ID No. 600)

El SNP TSC04686177 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:
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Primera plantilla:

5' CGAAGGTAATGTGAATTCTGCCACAATTAAGACTTGGA 3' (SEC ID No. 601)
Segunda plantilla:

5' ATACCGGTTTTCGGGACAGATCCATTGAC 3' (SEC ID No. 602)

El SNP TSC1270598 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' CCTGAAATCCACGAATTCCACCCTGGCCTCCCAGTGCA 3 (SEC ID No. 6803)
Segunda plantilla:

5' TAGATGGTAGGTGGGACAGGACTGGCTTC 3' (SEC ID No. 604)

El SNP TSC1002017 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5 GCATATCTTAGCGAATTCCTGTGACTAATACAGAGTGC 3' (SEC ID No. 605)
Segunda plantilla:

5' CCAAATATGGTAGGGACGTGTGAACACTC 3' (SEC ID No. 608)

El SNP TSC1104200 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5 TGCCGCTACAGGGAATTCATATGGCAGATATTCCTGAA 3' (SEC ID No. 607)
Segunda plantilla:

5' ACGTTGCGGACCGGGACTTCCACAGAGCC 3' (SEC ID No. 608)

E! SNP TSC0501389 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:
Primera plantilla:

5' CTTCGCCCAATGGAATTCGGTACAGGGGTATGCCTTAT 3' (SEC ID No. 608)
Segunda plantilla:

§' TGCACTTCTGCCGGGACCAGAGGAGAAAC 3' (SEC ID No. 610)

El SNP TSC0039960 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:
5 TGTGGGTATTCTGAATTCCACAAAATGGACTAACACGC 3' (SEC ID No. 611}
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Segunda plantilla:
5 ACGTCGTTGAGTGGGACATTAAAAGGCTC 3' (SEC ID No. 612)

El SNP TSC0418134 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5 GGTTATGTGTCAGAATTCTGAAACTAGTTTGGAAGTAC 3' (SEC ID No. 613)
Segunda plantilla:

5' GCCTCAGTTTCGGGGACAGTTCTGAGGAC 3' (SEC ID No. 614)

El SNP TSC0603688 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' TGTAACACGGCCGAATTCCTCATTTGTATGAAATAGGT 3' (SEC ID No. 613)
Segunda plantilla:

5' AATCTAACTTGAGGGACCGGCACACACAC 3' (SEC ID No. 616)

El SNP TSC0129188 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' AGTGTCCCTTAGAATTCGCAGAGACACCACAGTGTGC 3' (SEC ID No. 817)
Segunda plantilla:

5 TTTGCTACAGTCGGGACCCTTGTGTGCTC 3' (SEC ID No. 618)

El SNP TSC1103570 se ampli6é usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' AGCACATCACTAGAATTCAATACCATGTGTGAGCTCAA 3' (SEC ID No. 619)
Segunda plantilla:

5' AATCCTGCTTCCGGGACCTAACTTTGAAC 3' (SEC ID No. 620)

El SNP TSC0813449 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla;
5 TTTCATTTTCTGGAATTCCTCTAATGATTTITCTGGAGC 3' (SEC ID No. 621)
Segunda plantilla:
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5' CGTCGCCGCGTAGGGACTTTTTCTTCCAC 3' (SEC ID No. 622)
El SNP TSC0701940 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:
5 TTACTTAATCCTGAATTCGAGAAAAGCCATGTTGATAA 3' (SEC ID No. 823)

Segunda plantilla:
5' TCATGGGTCGCTGGGACTTTGCCCTCTGC 3' (SEC ID No. 624)

El SNP TSC0087962 se amplié usando el siguiente juego de plantiilas:

Primera plantilla:

§5' ACTAACAGCACTGAATTCATTTTACTATAATCTGCTAC 3’ (SEC ID No. 625)
Segunda plantilla:

5' GTTAGCCGAGAAGGGACTGTCTGTGAAGC 3' (SEC ID No. 626)

El SNP TSC0660274 se amplié usando el siguiente juego de plantillas:

Primera plantilla:

5' AAATATGCAGCGGAATTCGTAAGTGACCTATTAATAAC 3' (SEC ID No. 827)
Segunda plantilla:

5' GCGATGGTTACGGGGACAGCCAGGCAACC 3' (SEC ID No. 628)

Cada Primera piantilla tenia un marcador de biotina en el extremo &'y
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRl, y
fue disefiado para recocerse a una distancia especificada de los sitios de
interds. Esto permite realizar una reaccion simple para el sitio de interés,
porque cada sitio de interés migrara a una posicion distinta (con base en la
posicion de recocido de la primera plantilla). La segunda plantilla contenia
un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para BsmF |.

Todos los sitios de interés fueron amplificados de los templetes de
ADN multiplexados usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR,
Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202, incorporadas a este como
referencia). En este ejemplo los sitios de interés fueron amplificados en
tubos de reaccién separados aunque también se podian amplificar juntos en
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una reaccién de PCR simple. Para especificidad aumentada se us6 una
PCR de “inicio caliente®. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando
el Kit HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN {nimero de catalogo
203443).

La cantidad de templete de ADN multiplexado y de plantilla por
reacciéon se puede optimizar para cada sitio de interéds. Se usd un microlitro
del templete de ADN multiplexado eluido de una columna MinElute en la
reaccidn de PCR para cada sitio de interés, y se usaron 5 yl de cada
plantilla. Los veintinueve SNPs descritos anteriormente fueron amplificados
del ADN matemno (se usaron 15 ng de ADN en la reaccion de PCR,; las
concentraciones de plantilla fueron como se indicaron anteriormente). Se
realizaron cuarenta ciclos de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de
PCR:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos:

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y nueve (39) veces;
(9) 72°C por 5 minutos;

En el primer ciclo de PCR la temperatura de recocido estaba cerca de
la temperatura de fusién de la regién de recocido 3' de las segundas
plantitlas, que fue de 37°C. La temperatura de recocido en el segundo ciclo
de PCR estaba cerca de la temperatura de fusién de la regiéon 3', que se
recoce al templete de ADN de la primera plantilla, que fue de 57°C. La
temperatura de recocido del tercer ciclo de PCR estaba cerca de la
temperatura de fusion de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacion de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
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las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especlficas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacion, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parametros que produjeron los mejores resultados. En este ejemplo la
primera plantilla se disefié para recocerse a varias distancias del sitio de
interés. El experto entendera que la ubicacién de recocido de la primera
plantilla puede ser a 5-10, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30, 31-35, 3640, 4145,
46-50, 51-55, 56-60, 61-65, 66-70, 71-75, 76-80, 81-85, 86-00, 91-95, 06-
100, 101-105, 106-110, 111-115, 116-120, 121-125, 126-130, 131-140, 140-
160, 160-180, 180-200, 200-220, 220-240, 240-260, 260-280, 280-300, 300-
350, 350-400, 400-450, 450-500 0 a mas de 500 bases del sitio de interés.

Purificacién del Fragmento de Interés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Cada producto de PCR se colocd en un agujero de una placa
Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics GmbH
(nimero de catidlogo 1 645 682, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catalogo de Bioquimicos 2001). Alternativamente, los
productos de PCR se pueden recolectar en un agujero simple porque la
primera plantila fue disefiado para permitir que los sitios de interés se
separen con base en el peso molecular. Las primeras plantitias contenian
un marcador de biotina 5' de forra que los productos de PCR se enlazaron
a los agujeros recubiertos de Estreptavidina, mientras que el templete de
ADN genémico no lo hizo. La reacciéon de ligamiento de estreptavidina se
realizdé usando un Termomezclador {Eppendorf) a 1000 pom por 20 min., a
37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el material no enlazado, y
fue lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso mezclado (Kandpal et al.,
Nucl. Acid Res. 18:1789-1795 (1990)); Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-
34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-8164 (1890)).

Digestion de la enzima de restriccion de los fragmentos aislados

Los productos de PCR purificados fueron digeridos con la enzima de
restriccion BsmF |, que se enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en
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los productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones fueron
realizadas en los streptawells, siguiendo las instrucciones suministradas con
la enzima de restriccion. Después de la digestion, los agujeros fueron
lavados tres veces con PBS para remover los fragmentos clivados.

Incorporacion del Nucledtido Marcado

La digestion de la enzima de restriccion con BsmF | produjo un
fragmento de ADN con una proyeccién 5’, que contenla el sitio SNP o sitio
de interés, y un extremo 3’ suspendido. La proyeccién 5' funcioné como un
templete que permitla la incorporacién de un nucledtido o nucledtidos en
presencia de una polimerasa de ADN.

Como se demostrd en el Ejemplo 6, la secuencia de ambos alelos de
un SNP se puede determinar mediante el llenado de la proyeccién con un
nucledtido marcado, en presencia de otros nucledtidos no marcados. Se
agregaron los siguientes componentes a cada reaccién de llenado: 1 pl de
ddGTP marcado fluorescentemente, 0.5 ul de ddNTPs no marcados (40 pM),
que contenian todos los nucledtidos excepto guanina, 2 pl de buffer de
secuenasa 10X, 0.25 ul de Secuenasa, y agua segln se necesite para una
reaccion de 20 ul. La reaccién de llenado se realizd a 40°C por 10 min. El
ddNTP marcado no-fluorescentemente se comprd en Fermentas Inc.
(Hanover, MD). Todos los otros reactivos de marcado se obtuvieron en
Amersham (Kit Thermo Sequenase Dye Terminador Cycle Sequencing Core,
US 79565).

Después del marcado, cada streptawell fue lavado con PBS 1X (100
pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenados™ fueron luego liberados de
los streptawell mediante la digestién con la enzima de restriccion EcoRl,
seglin las instrucciones del fabricante que fueron suministradas con la
enzima. La digestion se realizd por 1 hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.

Deteccion del Sitio de interés

Después de la liberaciéon de la matriz de estreptavidina, la muestra fue
cargada en una linea de un gel de acrilamida al 5% (urea) de 36 cm (Bio
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Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs, nimero de
catalogo 50691). La muestra se sometid a electroforesis en el gel a 3000
voltios por 3 min. El gel se comié por 3 horas en un aparato de
secuenciamiento (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue removido del aparato
y fue rastreado en el Typhoon 9400 Variable Mode Imager. El nucledtido
marcado incorporado fue detectado mediante fluorescencia.

A continuacion se llustra un esquema de proyeccion 5' para SNP
TSC0838335. La secuencia entera no se reproduce, solo la porcion que
ilustra la proyeccién (en donde R indica el sitio variable)

10/14 5 TAA
3 ATT R A C A
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Los nucleétidos observados para TSC0838335 son adenina y guanina
en la direccién de la cadena de 5’ (descrita aqul como ia cadena superior). El
nucledtido en la posicién tres de la proyeccion cormespondla a citosina, que
es complementaria a guanina. Se puede usar ddGTP marcado para
determinar la secuencia de ambos alelos, en presencia de dATP, dCTP y
dDTP no marcados.

Se usd la enzima de restriccion BsmF para crear la proyaccion &', que
tipicamente se corta a 10/14 del sitio de reconocimiento. A veces, la BsmF |
cortard a 11/15 del sitio de reconocimiento y generard la siguiente

proyeccion:

11/15 5 TA
3'AT T R A C
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3

La posicidn 0 de la proyeccidn es timidina, que es complementaria a
adenina. La posicion 0 complementaria a la proyeccion fue llenada con
dATP no marcado, y de esta forma, después de la reaccion de llenado, se
generaron axactamente las mismas moléculas que si la enzima se cortara a
10/14 o a 11/15 del sitio de reconocimiento. Las moléculas de ADN
generadas después de la reaccion de llenado se describen a continuacion:
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Alelo G 10/14 5 TAA G*
3 AAT C A C A -
Posicion de la proyeccién
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Alelo G 11/15 5 TA A G*
3 AT
Posicion de la proyeccion 0 1 2 3

-
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Alelo A 10/14 5' TAAA T G*
3 AATT A c A

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

Alelo A 11/15 5 TA A A T G*
3 AT T T A C

Posicion de la proyeccion 0 1 2 3

El templete de ADN matemo amplificado para TSC0838335 mostrd
una banda simple que migré a la posicidn esperada de la banda de peso
molecular mds alto, que correspondia al alelo “A” (ver FIG. 20, linea 1). El
templete de ADN matemo era homocigdtico para adenina en SNP
TSC0838335.

Sin embargo, en |a ilnea 2, la amplificacion del templete de ADN
multiplexado para TSC0838335 aislado del plasma del mismo individuo
mosiré dos bandas; una banda de peso molecular méas bajo, que
comrespondia al alelo “G", y la banda de peso molecular mas alto, que
comrespondia al alelo “A°. EIl templete de ADN aislado del plasma de una
hembra embarazada contiene templete de ADN matermno y templete de ADN
fetal.

Como se ve en la FIG. 20, linea 1, el templete de ADN matemo era
homocigético para adenina en este SNP (compare lineas 1 y 2). El alelo “G"
representaba el ADN fetal. Las sefiales del templete de ADN matemo y el
templete de ADN fetal se ha distinguido claramente. El alelo “G" se
convierte en una seflal para el ADN fetal, y se pued usar para medir la
cantidad de ADN fetal presente en la muestra. Adicionalmente, una vez se
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ha determinado el porcentaje de ADN fetal en el plasma matemo de una
muestra dada, cualquier desviacion de este porcentaje indica una
anomalidad cromosémica. Este método provee el primer método no
invasivo para la deteccion de anormalidades cromosdmicas fetales.

Como se ve en la FIG. 20, Iinea 3, el andlisis de ADN matemo para
SNP TSC0418134 generd una banda simple que mignd en la posicion
esperada de una banda de peso molecular méas alto, que correspondia al
alelo adenina. Asimismo, el andlisis de templete de ADN multiplexado
aislado del plasma matemo produjo una banda simple, que migrd a la
posicién esperada de! alelo adenina (ver FIG. 20, linea 4). Ambos, el ADN
matemno y el ADN fetal son homocigéticos para adenina en TSC0418134.

A continuacién se ilustra un esquema de proyeccion §' para
TSC0129188, en donde R indica el sitio variable

10/14 5' TCAT
3 AGTA R A C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

El nucledtido aguas arriba del sitio variable (R) no comesponde a
guanina en la direccién de la cadena. Asfi, la proyeccion §' generada por las
propiedades de corte 11/15 de BsmF | serd llenada idénticamente a la
proyeccién 5' generada por el corte 10/14. Se us6é ddGTP marcado en
presencia de dATP, dTTP y dCTP no marcados para la reaccién de llenado.
Las moléculas de ADN generados después de la reaccion de llenado se
ilustran como sigue:

Alelo A 10/14 5' TCAT A T G*
JAGTA T A C T
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

Alelo G 10/14 5' TCAT G*
3 AGTA C A C T
Posicién de la proyeccién 1

N
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El analisis del ADN matemo para SNP TSC0129188 pordujo una
banda simple que correspondia a las moléculas de ADN llenadas con
ddGTP en la posicion 1 complementaria a la proyeccién, que representaba al
alelo “G" (ver FIG. 20, linea 5). No se detectd banda para el alelo de
adenina, que indicé que el ADN matemo es homocigético para guanina.

En contraste, el analisis del templete de ADN multiplexado del plasma
matemno, que contenfa tanto ADN matemo como ADN fetal, produjo dos
bandas distintas (ver FIG. 20, ilnea 6). La banda de mas bajo peso
molecular correspondia al alelo “G", mientras que la de méas alto peso
molelcular correspondia al alelo "A". El alelo A" representa el ADN fetal.
Asl, se ha desarroliado un método que permite la separacion de las sefiales
de ADN matemo y ADN fetal sin la complejidad adicional de tener que aislar
las células fetales. Ademas, no se requiere una muestra de ADN patemo
para detectar las diferencias entre el ADN matemo y el ADN fetal.

El anéalisis del ADN matemo para SNP TSC0501389 produjo una
banda simple que migré a la posicibn de peso molecular més alto, que
corresponde al alelo “A". No se detect banda que correspondiera al alelo
“‘G". De igual manera, el andlisis del templete de ADN multiplexado del
plasma matemo para SNP TSCO561389 produjo una banda simple que
migrd a la posicién de peso molecular méas alto, que correspondia al alelo
*A". Ambos, templete de ADN matemo y templete de ADN fetal eran
homocigéticos para adenina en SNP TSC0501389.

El ADN matemo y el ADN del plasma se originaron de la misma
muestra. Una muestra que fue obtenida a través de un procedimiento no
invasivo, que proveyd una huella dactilar tanto para la madre como para el
feto.

De los veintinueve SNPs para los cuales el templete de ADN matemo
era homocigético, el templete de ADN fetal era heterocigético en dos de los
veintinueve SNPs. El ADN fetal era homocigético para el mismo alelo que el
ADN matemo en los 27 SNPs restanter (los datos no se muestran). La
comparacién de los alelos homocigéticos del templete de ADN matemno y el
templete de ADN del plasma en un SNP dado proveen un nivel agregado de
control de calidad. No es posible que el templete de ADN matemo y el
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templete de ADN del plasma sean homocigéticos para alelos diferentes en el
mismo SNP. Si esto se ve, indicarla que ha ocumido un erroe en el
procesamiento.

Los métodos descritos aqui demuestran que la sefial genética
matema se puede separa y distinguir de la sefial genéiica fetal en una
muestra de plasma matemo. El ejemplo anterior analizé SNPs localizados
en el cromosoma 13, sin embargo se puede analizar cualquier cromosoma
incluyendo el cromosoma humano 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, Xy Y, y cromosomas fetales 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, X vy Y.

Adicionalmente, los métodos descritos aqul se pueden usar para
detectar ADN fetal en cualquie muestra biolégica que incluye, sin limitarse a
célula, tejido, sangre, suero, plasma, saliva, orina, lagrimas, secreciones
vaginales, sangre del cordén umbilical, vellocidad coribnica, fluido amniético,
tidos embribnicos, fluido linfatico, fluido cerebroespinal, secreciones
mucosas, fluido peritoneal, materia fecal o transpiraciones corporales.

Los métodos descritos aqul demuestran que el porcentaje de ADN
fetal en la muestra matema se puede determinar mediante el analisis de
SNPs, en donde el ADN matemo es homocigético, y el ADN aislado del
plasma de la hembra embarazada es heterocigético. El porcentaje de ADN
fetal se puede usar para determinar si el genotipo fetal tiene desordenes
cromosdmicos.

Por ejemplo, si se calcula que el porcentaje de ADN fetal presente en
la muestra es del 30% por el anélisis del cromosoma 1 (anommalidades
cromosomicas que involucran el cromosoma 1 Interrupen el embarazo
tempranamente), entonces cualquier desviacién del ADN fetal del 30% es
indicativa de una anormalidad cromos6mica. Por ejemplo, si al analizar un
SNP o miltiples SNPs en el cromosoma 18, el porcentaje de ADN fetal es
més alto del 30%, esto indicaria que estd presente una copia adicional del
cromosoma 18. El porcentaje calculado de ADN fetal de cualquier
cromosoma se puede comparar con cualiquier otro cromosoma. En
particular, el porcentaje de ADN fetal en el cromosoma 13 se puede
comparar al porcentaje de ADN fetal en los cromosomas 18 y 21.
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Este anélisis es asisitido por el conocimiento de la relacién esperada
de un alelo a otro alelo en cada SNP. Como se discutié en el Ejemplo 9, no
todos los SNPs heterocigéticos muestran relacién de 50:50. El conocimiento
de la relacién esperada de un alelo a otro alelo reduce el nimero global de
sitios variables que deben ser analizados. Sin mebargo, incluso sin el
conocimiento de las relaciones esperadas para los SNPs, el porcentaje de
ADN fetal se puede calcular mediante el andlisis de un gran nimero de
SNPs. Cuando el tamafio de muestreo de SNPs es lo suficientemente
grande, se eliminara la variacion estadistica que surge de los valores de
relaciones esperadas.

Ademéas, los SNPs matemos heterocigéticos también proveen
informacién valiosa. El andlisis no estd limitado a SNPs matemos
homocigoticos. Por ejemplo, si en un SNP heterocigdtico en el ADN
matemo, la relacién de alelo 1 a alelo 2 es 1:1, entonces en el Templete de
ADN del plasma, la relacion debe permanecer 1:1 a menos que el ADN fetal
porte una anormalidad cromosdmica.

Los métodos anteriores también se pueden usar para detectar
mutaciones en el ADN fetal que incluyen, sin limitarse a mutaciones
puntutales, transiciones, transversiones, translocaciones, inserciones,
eliminaciones y duplicaciones. Como se muestra en la FIG. 20, el ADN fetal
se puede distinguir ficiimente del ADN matemo. Los métodos anteriores se
pueden usar para determinar la secuencia de cualquier sitio de interés para
cualquier gen.

Habiendo descrito la invencién totalmente, los expertos entenderan
que la invencién se puede llevar a cabo en un amplia y equivalente rango de
condiciones, parametros y similares, sin afectar el espiritu del alcance de la
invenclion o cualquier realizacién de esta.

Todos los documentos, e.g., publicaciones cientificas, patentes o
publicaciones de patentes citadas aqul, estan incorporados en su totalidad a
esta como referencia, en la misma extensién que si cada documento
individual estuviera especifica e individuaimente indicado como incorporado
para referencia en su totalidad. Cuando el documento citado solo provee la
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primera p4gina del documento, se entiende que es el documento entero,
incluyendo las paginas restantes del documento.
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REIVINDICACI NES

1. Un método para la deteccién de una anormalidad cromosémica, dicho
método comprende:

(a) determinacién de la secuencia de alelos de un sitio de interés del
templete de ADN

(b) cuantificacion de la cantidad reIétiva de los alelos en un sitio de
interés heterocigético que fue identificado del sitio de interés de (a), en
donde dicha cantidad relativa se expresa como una relacién, en donde dicha
relacién indica la presencia o ausencia de una anormalidad cromosémica.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho templete de ADN se
obtiene de una fuente seleccionada del grupo consistente de humano, no
humano, mamifero, reptil, ganado, gato, perro, cabra, cerdo, marrano, mico,
simio, gorila, toro, vaca, 0so, caballo, oveja, ave, raton, rata, pez, delfin,
ballena y tiburén.

3. El método de la reivindicacidon 1 o reivindicacién 2, en donde el templete
de ADN es obtenido de una muestra seleccionada del grupo consistente de:
una célula, célula fetal, tejido, sangre, suero, plasma, saliva, orina, lagrima,
secreciéon vaginal, sangre del cordén umbilical, vellocidad coribnica, fluido
amniético, tejido embrionario, un embrién, un embridén de cuatro células, un
embrién de ocho células, un embrién de 16 células, un embrién de 32
células, un embrién de 64 células, un embridn de 128 células, un embrién
de 256 células, un embrién de 512 células, un embrién de 1024 céiulas,
fluido linfético, fluido cerebroespinal, secrecion mucosa, fluido peritoneal,
fluido ascltico, material fecal o transpiracién corporal, y en donde
opcionalmente, dicha muestra estd mezclada con un inhibidor de lisis de
célula.

4. El método de las reivindicaciones 1 a 3, en donde los alelos de multiples
sitios de interés estadn secuenciados, y sus relativas cantidades estan
cuantificadas y expresadas como una relacion.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde dichos miltiples sitios de
interés estan en multiples cromosomas.
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6. El método de la reivindicacion 2 o 3, en donde dicho ADN es obtenido de
una muestra de una hembra embarazada.

7. El método de las reivindicaciones 3 a 6, en donde dicho inhibidor de lisis
de célula es seleccionado del grupo consistente de glutaraldehido, derivados
de glutaraldehido, formaldehido, formalina y derivados de formaldehido.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde dicha muestra es sangre de
una hembra embarazada.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde dicha sangre es obtenida de
una hembra embarazada, cuando el feto estd en una edad gestacional
seleccionada del grupo consistente de: 0-4, 4-8, 8-12, 12-16, 16-20, 20-24,
24-28, 28-32, 32-36, 36-40, 40-44, 44-48, 48-52, y mas de 52 semanas.

10. El método de las reivindicaciones 3 a 9. en donde dicho templete de
ADN comprende una mezcla de ADN matemo y ADN fetal.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde antes de (a), el ADN
matemno es secuenciado para identificar un sitio de interés homocigético o
heterocigético, y ademéas en donde dicho sitio de interés homocigético o
heterocigético es el sitio de interés analizado en el templete de ADN de (a).

12. El método de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la determinacién de
la secuencia de alelos comprende:

(a) amplificacién de alelos de un sitio de interés en el templete de
ADN usando una primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla
contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién de forma
que la digestién con la enzima de restriccion genera una proyeccion &' que
contiene el sitio de interés.

(b) digestién del ADN amplificado con la enzima de restriccién que
reconoce el sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;
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(c) incorporacién de un nucledtido en el ADN digerido de (b) mediante
el uso de la proyeccién 5' que contiene el sitio de interés como un templete;
y

(d) determinacién de la secuencia de alelos del sitio de interés,
mediante la determinacion de la secuencia de ADN de (c).

13. El método de la reivindicacién 12, en donde dichas primera y segunda
plantillas contienen una porcién de un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion que contiene un nucledtido variable, en donde el sitio total de
reconocimiento de enzima de restriccion se genera después de la
amplificacion.

14. El método de la reivindicacién 13, en donde el sitio de reconocimiento de
la enzima de restriccién es para una enzima de restriccidn seleccionada del
grupo consistente en BsaJ |, Bssk |, Dde |, EcoN |, Fnu4H |, Hinf | y ScrF |.

15. El método de la reivindicacién 12, en donde la enzima de restriccién
corta al ADN a una distancia del sitio de reconocimiento.

16. El método de la reivindicacion 15, en donde el sitio de reconocimiento es
para una enzima de restriccion tipo IIS.

17. El método de la reivindicacién 16, en donde Ia enzima de restriccién tipo
IIS es seleccionada del grupo consistente en Alw |, Alw26 |, Bbs |, Bbv |,
BceA |, Bmr |, Bsa |, Bst71 |, BsmA |, BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |, Fau |,
Fok |, Hgal, Ple |, Sap |, SSfaN | y Sthi32 I.

18. El método de la reivindicacion 12, en donde dicho método de
amplificacion es seleccionado del grupo consistente de: reaccién en cadena
de polimerasa, reaccién de secuencia auto-soportada, reaccidn en cadena
de ligasa, amplificacién répida de extremos cADN, reaccién en cadena de
polimerasa y reaccién en cadena de ligasa, amplificacién de Q-beta fago,
amplificacion de desplazamiento de cadena y empalme de superposicion por
extensién de reaccidon en cadena de polimerasa.
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19. El método de la reivindicacién 18, en donde una temperatura de recocido
para el ciclo 1 de la reaccién en cadena de polimerasa esta cerca de la
temperatura de fusién de la porcién de la region 3' de la segunda plantilla
que se recoce al templete de ADN.

20. El método de la reivindicacion 19, en donde una temperatura de recocido
para el ciclo 2 de la reaccién en cadena de polimerasa esta cerca de la
temperatura de fusion de la porcion de la regién 3' de la primera plantilla que
se recoce &l templete de ADN.

21. El método de la meivindicaciébn 20, en donde una temperatura de
recocido para los ciclos restantes de la reaccién en cadena de polimerasa
esté cerca de la temperatura de fusion de la segunda plantilla entera.

22. El método de las reivindicaciones 1 a 21, en donde la determinacién de
la secuencia comprende un método seleccionado del grupo consistente de:
PCR de alelo especifico, espectrometria de masas, hibridacion, extension de
la plantilla, deteccibn de fluorescencia, transferencia de energla de
resonancia con fluorescencia (FRET), secuenciamiento, secuenciamiento
dideoxi de Sanger, microformacion de ADN, manchas al sur, manchas en
canal, manchas punteadas, y espectrometria de masas MALDI-TOF.

23. El método de las reivindicaciones 1 a 22, en donde dicha relacién de
alelos en sitios de interés heterocigéticos en un cromosoma es sumada y
comparada con la relacién de alelos en sitios de interés heterocigéticos de
un cromosoma diferente, en donde una diferencia de relaciones indica la
presencia de una anormalidad cromosdmica.

24. El método de la reivindicacién 23, en donde los cromosomas que son
comparados son cromosomas humanos seleccionados del grupo consistente
de: comosoma 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20,21,22, XyY.

25. El método de la reivindicacion 23, en donde se compara la relacion de
alelos en sitios de interés heterocigbticos de los cromosomas 13, 18 y 21.

30}
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26. El método de la reivindicacién 1, en donde dicho sitio de interés es un
polimorfismo de de nucleétido simple o una mutacién.

27. Un método para determinar la secuencia de un sitio de interés en ADN
fetal, dicho método comprende:

(a) obtencién de una muestra de una hembra embarazada a la cual se
le ha agregado un inhibidor de lisis de célula; y

(b) determinacion de la secuencia de un sitio de interés en el tempiete
de ADN de dicha muestra de (a), en donde dicho templete de ADN
comprende ADN fetal y ADN matemo.

28. El método de la reivindicacion 27, en donde dicha muestra de hembra
embarazada es seleccionada del grupo consistente de: tejido, célula, sangre,
suero, plasma, orina y secrecion vaginal.

29. El método de la reivindicacion 27 o 28, en donde dicho inhibidor de lisis
de célula es seleccionado del grupo consistente de: glutaraldehido,
derivados de glutaraldehido, formaldehido, derivados de formaldehido y
formalina.

30. E! método de la reivindicacion 27 o 28, en donde antes del paso (b), el
templete de ADN es islado.

31. El método de la reivindicaciéon 27 o 28, en donde antes del paso (b) se
determina la secuencia la secuencia del sitio de interés en el templete de
ADN matemo o patemo.

32. E! método de las reivindicaciones 27 a 31, en donde dicho sitio de interés
es un polimorfismo de nucledtido simple o una mutacion.

33. El método de las reivindicaciones 27 a 32, en donde se determina la
secuencia de miiltiples sitios de interés.

34. El método de ia reivindicacién 33, en donde los miltiples sitios de interés
estan en multiples cromosomas.
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35. El método de las reivindicaciones 27 a 34, en donde la determinacién de
secuencias comprende:

(a) amplificacion de un sitio de interés en un templete de ADN usando
una primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion, de forma que la
digestion con la enzima de restriccién genera una proyeccion 5' que contiene
el sitio de interés;

(b) digestidn del ADN amplificado con la enzima de restriccidbn que
reconoce ol sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

{(c) incorporacién de un nucledtido en el ADN digerido de (b) mediante
el uso de una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés como un
templete; y

(d) determinacion de la secuencia de un sitio de interés mediante la
determinacién de la secuencia del ADN de {(c).

36. El método de la reivindicacién 35, en donde dichas primera y segunda
plantillas contienen una porcién de un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion que contiene un nucledtido variable, en donde el sitio completo de
reconocimiento de enzima de restriccion se genera después de |la
amplificacién.

37. El método de la reivindicaciéon 36, en donde la enzima de restriccién es
seleccionada de un grupo consistente de BsaJ |, Bssk |, Dde |, EcoN |,
Frnud4H | y ScrF I.

38. El método de la reivindicacién 35, en donde la enzima de restriccion
corta el ADN a una distancia del sitio de reconocimiento.

39. El método de la reivindicacion 38, en donde el sitio de reconocimiento es
para una enzima de restriccién Tipo lIS.

40. E! método de la reivindicacién 39, en donde la enzima de restriccion tipo
IIS es seleccionada del grupo consistente de: Alw |, Alw26 |, Bbs |, Bbv |,
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BceA |, Bmr |, Bsa |, Bst71 |, BsmA |, BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |, Fau |,
Fok I, Hga |, Ple |, Sap |, SSfaN | y Sthi32 |.

41. El método de la reivindicacion 35, en donde dicho método de
amplificacion es seleccionado del grupo consistente de: reaccién en cadena
de polimerasa, reaccién de secuencia auto-soportada, reacciéon en cadena
de ligasa, amplificacién rdpida de extremos cADN, reaccion en cadena de
polimerasa y reaccién en cadena de ligasa, amplificacién de Q-beta fago,
amplificacién de desplazamiento de cadena y empalme de superposicién por
extension de reaccion en cadena de polimerasa.

42. El método de la reivindicacién 41, en donde una temperatura de recocido
para el ciclo 1 de la reaccién en cadena de polimerasa esta cerca de la
temperatura de fusion de la porcién de la region 3' de la segunda plantilla
que se racoce al templete de ADN.

43. El método de la reivindicacién 42, en donde una temperatura de recocido
para el ciclo 2 de la reaccidon en cadena de polimerasa esta cerca de la
temperatura de fusién de la porcion de la regién 3' de la primera plantilla que
se recoce al templete de ADN.

44. El método de la reivindicacion 43, en donde una temperatura de recocido
para los ciclos restantes de la reaccion en cadena de polimerasa esta cerca
de la temperatura de fusion de la segunda plantilla entera.

45, El método de las reivindicacién 35, en donde la secuencia de un sitio de
interés se determina usando un método seleccionado del grupo consistente
de: PCR de alelo especifico, espectrometrla de masas, hibridacion,
extension de la plantilla, polarizacién de fluorescencia, transferencia de
energla de resonancia con fluorescencia (FRET), deteccion de fluorescencia,
secuenciamiento, secuenciamiento dideoxi de Sanger, microformacién de
ADN, manchas al sur, manchas en canal, manchas punteadas y
espectrometria de masas MALDI-TOF.

46. Un método para determinar la secuencia de un sitio de interés en ADN
fetal, dicho método comprende:
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(a) amplificacién de un sitio de interés en un templete de ADN usando
una primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion, de forma que la
digestidn con la enzima de restriccién genera una proyeccion 5' que contiene
el sitio de interés;

(b) digestiébn del ADN amplificado con la enzima de restriccion que
reconoce el sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporacién de un nucleétido en el ADN digerido de (b) mediante
ol uso de una proyeccidn 5' que contiene el sitio de interés como un
templete; y

(d) determinacién de la secuencia de un sitio de interés mediante la
determinacion de la secuencia del ADN de (c).

47. El método de la reivindicacion 46, que comprende adicionalmente la
obtencién de templete de ADN de una muestra de una hembra embarazada,
a la que se le ha agregado un inhibidor de lisis de célula, y en donde dicho
templete de ADN comprende ADN fetal y ADN matermno.

48. El método de la reivindicacién 47, en donde dicha muestra de hembra
embarazada es seleccionada del grupo consistente de: tejido, célula, sangre,
suero, plasma, orina y secrecion vaginal.

49. El método de la reivindicacién 47, en donde dicho inhibidor de lisis de
célula es seleccionado del grupo consistente de: glutaraldehido, derivados
de glutaraldehido, formaldehido, derivados de formaldehido y formalina.

50. Un kit'para uso en cualquiera de los métodos de las reivindicaciones 1 a
49 que comprende un juego de plantillas usadas en el método, en donde la
segunda plantilla contiene una secuencia que genera un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccién, de forma que la digestién
con la enzima de restriccidn genera una proyeccion 5" que contiene el sitio
de interés, y un set de instrucciones.
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Doctor(a) Oficio N°
ALICIA LLOREDA RICAURTE 180648
Apoderado
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ASUNTO:
Radicacion N° i 04-97189 -
Solicitud internacional PCT/US03/06198 T
Fecha inicio fase nacional 2004-10-01
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacibn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

e .La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lieno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

e En caso que se presenten anexos al examen preliminar, estos deben ser
anexados junto con su respectiva traduccién.. (Art. 36.2.b) del tratado PCT).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presents oficio £onformpe a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del fitulo Srimero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

PEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisiopff de Nuavas Creaciones.

. El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fedha.
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